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El suelo 
 El suelo es la capa superficial delgada que recubre la Tierra y actúa como 
interfase entre la atmosfera y la litosfera. Es una matriz compleja formada por tres 
componentes importantes: - un agregado de partículas minerales de tamaños varios y 
diferente composición química; - componentes orgánicos en las diferentes etapas de 
su descomposición; y – un componente biológico que comprende a bacterias, hongos, 
levaduras y también a las raíces de plantas. Los minerales están divididos en tres 
tipos: arenas, arcillas y limos. Los porcentajes de estos tres componentes y la materia 
orgánica se organizan a nivel micro- y macro- en agregados que determinan la textura 
y estructura del suelo [1]. Como propone Nogales et al. 2005, el tipo y composición 
de la materia mineral viene dado por las características de las rocas del subsuelo, así 
como de los procesos edáficos que hayan tenido lugar en su formación [2]. Esta 
porción inorgánica se halla muy relacionada con la disponibilidad de nutrientes, 
retención de agua, etc. La materia orgánica procede de la actividad de los distintos 
organismos vivos del suelo, a su vez su composición y cantidad es variable 
especialmente en función del tipo de cubierta vegetal. La cantidad de materia orgánica 
es, sin duda, uno de los mejores indicadores de la calidad agronómica y fertilidad de 
un suelo. 
 El origen de suelo es el resultado de cinco factores principalmente: la materia 
parental, el clima, la biota, la topografía y el tiempo [3]. Todos los factores 
desempeñan un papel importante en el desarrollo de cualquier tipo de suelo y son 
altamente interactivos. Las combinaciones de estos factores llevan a la formación de 
tipos únicos de suelos, pero con horizontes relativamente predecibles que componen 
el perfil del suelo. 
 Los contenidos de arena, arcilla, limo y materia orgánica se organizan a nivel 
micro- y macro- en agregados que determinan la textura y estructura [1]. 
Dependiendo de la textura del suelos estos se los dividen en: Arenoso arcillosos (35% 
o más de arcilla y 45% o más de arena), Limo arcillosos (40% de arcilla y 40% o más 
de limo) y Francos (contienen igual proporción de arena, arcilla y limo).  
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 En este escenario los microorganismos se distribuyen heterogéneamente dentro de 
microagregados y en macroporosidades fuera de los microagregados [4], [5]. Además, 
estos se adhieren o adsorben fuertemente en las partículas del suelo (incluyendo 
partículas de arcilla y materia orgánica) a través de una variedad de mecanismos de 
unión [6].  
 A la manera de un órgano, el suelo desempeña múltiples funciones en el 
proceso de transformación de la materia orgánica y el reciclado de los nutrientes, 
resultando en uno de los principales proveedores de servicios al ecosistema (Figura 
I.1) [7]. Estos servicios, no son sólo esenciales para el funcionamiento de los 
ecosistemas naturales sino que también constituyen un importante recurso para la 
gestión sostenible de los sistemas agrícolas. 
 La degradación de los suelos, en parte por el mal uso agronómico de los 
mismos, en muchas partes del mundo, se refleja en la perdida de estos servicios para 
el ecosistema. La tarea de conservar, optimizar y restaurar los servicios ambientales 
del suelo, constituye uno de los principales desafíos de este siglo. 
Diversidad de microorganimos en el suelo  
 Se considera al suelo como uno de los principales reservorios de diversidad 
microbiana, y consecuentemente de genes para la degradación o transformación de 
compuestos orgánicos sobre el planeta [3]. Representa un ambiente sumamente 
promisorio para el descubrimiento de capacidades metabólicas novedosas y 
determinantes genéticos que podrían tener aplicación en la industria biotecnológica.  
 Se ha estimado que un gramo de suelo prístino presenta 2 X 109 células 
procariotas y kilómetros de hifas fúngicas [8]. En base a los estudios de cinéticas de 
reasociación de ácidos desoxirribonucleicos (ADN) realizados sobre muestras de 
ADN extraído y purificado de suelo, han permitido estimar que un gramo de suelo 
comprende entre 2.000 y 18.000 genomas procariotas distintos [9] un valor que puede 
ser subestimado ya que tales análisis difícilmente consideren los genomas de especies 
raras o difícil acceso.  
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 Por lo tanto, estos análisis nos dan una idea preliminar del grado de diversidad de 
procariotas presentes en un gramo de suelo, la cual posiblemente exceda la diversidad 
conocida y descripta en el catálogo de procariotas del Centro para la Información 
Biotecnológica (NCBI) (4987 especies de procariotas listadas en 2015). 
 A diferencia de los hábitats acuáticos, las superficies de los suelos 
experimentan cambios dramáticos en el contenido de agua, desde situaciones de 
saturación hasta extrema sequía. Estos cambios drásticos sobre la población 
microbiana puede resultar en que una fracción de la comunidad microbiana cesa 
(muere) durante cada ciclo de estadios de sequía-inundación [10]. En consecuencia, la 
composición de la comunidad microbiana del suelo fluctúa. Los estudios de ecología 
microbiana han contribuido a un mejor entendimiento de la estructura de las 
comunidades microbianas en particular debido al efecto de variantes ambientales -
climática, bióticos, xenobióticos-, sin embargo aún existen desafíos metodológicos 
para el análisis de la diversidad microbiana en ambientes de extrema complejidad, 
como lo es el suelo. La implementación de técnicas ómicas viene colaborando 
enormemente en los estudios actuales de la dinámica funcional microbiana en suelos y 
otros ambientes [11]. 
 
Figura I.1. Procesos y servicios ambientales del suelo. Adaptado de Needelman et al. 2013 [12]. 
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 La compleja estructura del suelo genera un nivel de heterogeneidad de hábitats 
donde nutrientes y agua tienen distintos grados de disponibilidad, esto se observa 
tanto a escala microscópica (microhábitat) como a nivel del paisaje. Las 
características específicas de los microhábitats, deben ser consideradas en la 
descripción de la actividad de los microorganismos del suelo, ya que las 
microregiones dentro de los agregados del suelo controlan la naturaleza y 
disponibilidad de los recursos de nutrientes, afectando directamente la dinámica de la 
población microbiana. Es sabido que la gran biodiversidad de microorganismos 
encontrada en los suelos está ligada a esta amplia heterogeneidad [3]. De hecho, los 
organismos del suelo no suelen estar distribuidos al azar sino que exhiben patrones 
predecibles en distintas escalas espaciales [13]. Aún es necesario mucho trabajo de 
investigación para llegar a comprender los procesos que generan la biodiversidad de 
microorganismos del suelo y generar predicciones de su distribución en los diferentes 
suelos. 
Ecología microbiana 
 La ecología microbiana se propone establecer la composición de una 
comunidad así como también analizar lo qué hacen y cómo interactúan entre sí los 
diferentes componentes de dicha comunidad. Se interesa también por revelar las 
propiedades emergentes de un ecosistema, aquellas capacidades que no se manifiestan 
en microorganismos aislados sino en el conjunto de un consorcio [14]. Un 
entendimiento profundo acerca de la dinámica de las comunidades microbianas es 
crítico para inferir situaciones y explorar predicciones acerca de cómo la biosfera 
modula y responde a condiciones ambientales presentes y futuras. Desde el punto de 
vista del conocimiento básico, el avance en el entendimiento de las comunidades 
microbianas naturales influirá nuestra capacidad para entender cómo funcionan los 
ecosistemas. 
 La biosfera se halla dominada por microorganismos de los cuales se conoce 
una parte pequeña sobre su diversidad y capacidades metabólicas. La abundancia de 
microorganimos ha sido estimada en varios ambientes naturales (Tabla I.1) [8]. La 
gran biodiversidad y diversidad metabólica de los microorganismos está fuertemente 
relacionada con la gran diversidad de nichos presentes en nuestro planeta. El 
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crecimiento de los microorganismos depende de los recursos disponibles y de las 
características fisicoquímicas del hábitat, las cuales definen el nicho ecológico de un 
microorganismo cubriendo una escala espacial muy pequeña.  
Tabla I.1. Abundancia de microorganismo en ambientes naturales.  
Ambiente Abundancia* 
Agua de mar 106 bacterias/ml 
Sedimento superficial 108-109 bacterias/g 
Tapíz fotosintético en un ambiente hipersalino 1012 bacterias/ml 
Suelo de bosque 4 x 107 bacterias/g 
Suelo cultivado 1012 bacterias/g 
 
 Las comunidades microbianas presentan atributos característicos, como la 
composición, diversidad o la dinámica en el tiempo, útiles para describir y comparar 
distintos hábitats. La composición de la comunidad, es decir los diferentes taxones o 
las poblaciones indígenas que la componen, es el resultado de la selección del 
sistema, tanto en sus componentes bióticos como abióticos. En particular el análisis de 
una comunidad busca entender cuál es la estructura de los ensamblajes biológicos, 
cuál es su función y cómo cambian espacial y temporalmente. Según Konopka et al. 
2009 [14], el análisis de las comunidades microbianas involucra varios elementos 
relacionados con la determinación de: 
 Diversidad taxonómica: referida a inventarios de diversidad (diversidad 
taxonómica dentro de un hábitat definido espacialmente) en una muestra 
discreta, entendiendo diversidad como la riqueza de taxones o número de 
especies y la abundancia relativa de los diferentes taxones en la comunidad.  
 Determinación de características funcionales: involucra conocer la actividad 
de los microorganismos en procesos biogeoquímicos específicos. 
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 Interacciones microbianas: busca determinar la dinámica del ecosistema y la 
ecología evolutiva de cada individuo. Las interacciones se pueden originar por 
competencia por recursos, por asociaciones simbióticas, alelopatía, producción 
de moléculas señal, transferencia horizontal de genes y co-evolución, entre 
otros.  
 Estabilidad, resistencia y resiliencia: determinan la respuesta del ecosistema a 
perturbaciones.  
 Potencial genómico: Hace referencia al metagenoma de la comunidad. Una de 
las características de las comunidades microbianas es la capacidad de seguir 
ofreciendo servicios ecológicos frente a disturbios ambientales.  
 Redundancia funcional: que proporciona la capacidad de responder 
rápidamente a cambios ambientales.  
 Sobre este último punto, Konopka propone un modelo conceptual de relación 
entre la redundancia funcional y la estabilidad del ecosistema, es decir la resistencia y 
resiliencia de un ecosistema frente a cambios ambientales (Figura I.2). A medida que 
se incorporan nuevas taxa en un ecosistema prístino aumenta la riqueza de la 
comunidad al igual que el número de funciones ecológicas. Sin embargo, en un 
determinado momento nuevas taxa no contribuyen con nuevas capacidades 
metabólicas, pero si incorporan redundancia para ciertas funciones. Sistemas con 
elevada redundancia son más propensos a retener funciones luego de un disturbio 
ambiental por la probabilidad que un taxón residente presente mayor resistencia al 
estrés. 
 
Figura 1.2. Modelo conceptual sobre relación de la redundancia funcional y la estabilidad de un 
ecosistema. Fuente: Konopka et al. 2009 [14] 
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 Las propiedades funcionales de una comunidad definen el comportamiento de 
la misma, y hacen referencia a los procesos catabólicos que llevan a cabo, a que 
sustratos procesan, de qué forma interactúa con el ambiente, como responde a 
perturbaciones, entre otras cuestiones. Existen algunas metodologías (que se 
describen en mayor detalle en la próxima sección) que permiten el estudio sobre el 
potencial metabólico de una comunidad. Por ejemplo, en algunos casos existen 
regiones conservadas en genes funcionales (dsrA para la reducción de sulfato, nifH 
para la fijación de nitrógeno) que pueden ser utilizadas para evaluar la abundancia de 
tales genes en muestras ambientales.  
 Por tanto, uno de los desafíos actuales en el estudio de comunidades 
microbianas se trata de la identificación tanto de los microorganismos cultivables, 
basados en aislamientos y/o el análisis de las propiedades metabólicas de los mismos, 
como de los microorganismos no cultivables, basados en el análisis del metagenoma 
(análisis de todo el ADN presente en una muestra ambiental) por medio de técnicas 
moleculares. A continuación se describen algunas de las herramientas tanto 
dependientes como independientes de cultivo, usadas para el estudio de las 
comunidades microbianas en ambientes naturales. 
Herramientas para el estudio de microorganismos ambientales 
Métodos dependientes de cultivos 
 Para el cultivo puro de microorganismos presentes en la naturaleza, se han 
hecho continuos esfuerzos para aumentar la probabilidad de aislamiento de los 
mismos. En la literatura existe una extensa lista de medios de cultivo diseñados, que 
incluyen diferentes tipos de fuente de carbono, de vitaminas, de energía, entre otros, 
al igual que consideraciones sobre los factores fisicoquímicos que afectan el 
crecimiento, ejemplo temperatura, pH, requerimientos de oxígeno, salinidad, entre 
otros [15]. Desde 1880 con la introducción de cultivos sólidos en placa de petri se ha 
logrado descubrir una gran diversidad microbiana. A su vez, la utilización de cultivos 
de enriquecimiento permitió el aislamiento de microorganimos con características 
deseadas, debido a las condiciones de cultivo selectivas y diferenciales. Por otro lado, 
el cultivo de comunidades se refiere al aislamiento y cultivo de un consocio 
microbiano a partir de un proceso de selección artificial, la cual puede resultar en la 
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producción de una comunidad compleja y componentes diversos optimizados para 
llevar a cabo una función específica.  
 Estas metodologías dependientes de cultivo son esenciales para definir 
especies y para su caracterización genotípica y fenotípica. Algunas de las principales 
ventajas asociadas a esta metodología reside en su costo económico relativamente 
bajo y de que el investigador cuenta con el “material” microbiano para su uso en 
futuros estudios [16]. Mientras que la principal desventaja que presentan las 
metodologías dependientes de cultivo es la limitación de recuperar la mayor parte de 
microorganismos presentes en el ambiente. Es sabido que muchos de los 
microorganismos del ambiente son recalcitrantes al cultivo en condiciones standard 
de laboratorio [17]. Se estima que sólo entre el 0.1-1.0% de las bacterias viviendo en 
el suelo, pueden ser cultivadas. Para superar estas limitaciones, se han desarrollado 
métodos independientes de cultivos que se describen a continuación. 
Métodos independientes de cultivos 
 El desarrollo de técnicas para la extracción del ADN o ARN de toda la 
comunidad microbiana a partir de muestras ambientales y su análisis ha hecho posible 
un mayor conocimiento de la diversidad microbiana. Las técnicas para la extracción 
de ADN usualmente son una combinación de métodos físicos y químicos para romper 
las células tratando de minimizar el daño causado a los ácidos nucleícos. Los métodos 
para extraer metagenomas bacterianos de diversos ambientes se dividen en dos 
grupos: lisis directa de las células contenidas en una suspensión amortiguada de la 
muestra y seguidamente la separación del ADN del substrato y los residuos celulares 
[18], o la lisis indirecta con la separación primero de las células del substrato para 
luego ser lisados [19]. El rendimiento de ADN asilado de diferentes tipos de suelo 
utilizando diversos protocolos puede variar de 1 µg a 500 µg de ADN por gramo de 
suelo, aproximadamente [8]. Se ha observado un mayor rendimiento de ADN en 
términos de masa de ADN por masa de suelo mediante la extracción directa [20], 
[21]; por ejemplo Gabor et al. 2003 registró una reducción de 10 a 100 veces en el 
rendimiento de ADN utilizando la lisis indirecta en comparación con la lisis directa 
[22]. Para lograr una lisis directa se han probado diferentes tratamientos enzimáticos, 
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altas temperaturas y detergentes. A su vez, otros métodos utilizan pasos de disrupción 
mecánica, como bead-beating, congelamiento-descongelamiento, etc. [23]. 
 Por otro lado, los métodos de extracción de ADN basado en la separación de 
células, aunque menos eficiente en términos de la cantidad de ADN recuperado, son 
menos dañinos para la integridad de los ácidos nucleicos que la lisis directa. La 
separación de los microorganismos de la matriz del suelo se consigue mediante 
fuerzas mecánicas leves, procedimientos químicos o la adición de resinas de 
intercambio catiónico, seguido por una centrifugación por gradiente de densidad o 
diferencial. Este tipo de lisis permite obtener ADN con una mayor integridad y 
pureza. Además, el ADN recuperado se encuentra menos contaminado con sustancias 
asociadas a la muestra ambiental que interfieren con la manipulación enzimática del 
mismo (por ejemplo ácidos húmicos, que interfieren con la actividad de las enzimas 
restricción o ADN polimerasas). Otra de las ventajas que presenta este método se 
relaciona con el tamaño promedio de los fragmentos del ADN aislado, estos suelen 
ser mayores que los obtenidos con una lisis directa [8].  
 Por lo tanto sería conveniente la lisis indirecta, en aquellos casos que se desea 
construir una biblioteca de insertos grandes, por ejemplo. Dentro de las principales 
desventajas de la lisis indirecta encontramos la baja eficiencia de lisis y los 
rendimientos de ADN extraído. Delmont et al. 2011, en su trabajo donde combinan 
diferentes métodos de extracción de ADN para recuperar espectros diferentes de la 
diversidad microbiana en suelo, demuestran que desafortunadamente los diferentes 
métodos de extracción no proporcionan una submuestra uniforme e imparcial de ADN 
metagenómico [24]. Además estos autores, resaltan la importancia de la necesidad de 
considerables esfuerzos y tecnologías para acceder no sólo a pools de ADN, sino a 
todo un metagenoma para estudios de ecología microbiana confiables. 
 Los estudios ecológicos actuales pretenden caracterizar tanto a los 
microorganimos cultivables, como a los no cultivables. Es por ello que estos métodos 
que incluyen el aislamiento de ácidos nucleícos se han convertido en una herramienta 
importante en la ecología microbiana. El uso de técnicas independientes del cultivo ha 
permitido revelar no solo una mayor diversidad microbiana en los distintos 
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ecosistemas, sino grupos funcionales desconocidos previamente. Por ejemplo, fueron 
los resultados de los estudios sobre las poblaciones de suelo funcionalmente asociadas 
a la oxidación de amonio, los que nos revelaron a las arqueas como los contribuyentes 
dominantes a esa función. Las arqueas constituyen una división de microorganismos 
recalcitrantes a su cultivo in vitro [12], [13]. 
 La mayoría de las técnicas moleculares usadas para estudios de diversidad 
microbiana están basadas en la amplificación de una secuencia blanco. La secuencia 
más frecuentemente usada es la del gen que codifica para el ARN ribosómico, y 
específicamente el gen que codifica para la subunidad menor del ribosoma bacteriano, 
ARNr 16S. La descripción de los microorganismos presentes en el ambiente 
experimentó un gran avance gracias a la utilización de la información que 
proporcionan estos genes, y ha permitido establecer firmas moleculares a varios 
niveles taxonómicos utilizadas como la base de una identificación bacteriana por 
comparación filogenética [25]. Esta aproximación se ha utilizado para caracterizar la 
diversidad bacteriana en diferentes tipos de suelos [26]–[28] y sedimentos [29], [30]. 
Este marcador ha sido extensamente usado dado que: (1) está presente en todos los 
microorganismos y tiene la misma función en todos ellos; (2) debido a restricciones 
estructurales, diferentes regiones de la molécula presentan distinto grado de 
variabilidad en su secuencia, lo que permite realizar comparaciones con diferente 
nivel de resolución; (3) su transmisión es principalmente vertical ya que se considera 
que no está sujeto a transferencia génica horizontal entre microorganismos; (4) la 
longitud de su secuencia tiene un tamaño adecuado para proporcionar suficiente 
información, y (5) el análisis de la secuencia permite realizar reconstrucciones 
filogenéticas de los microorganismos [31]. Por otro lado, el reconocimiento de genes 
biomarcadores funcionales ha permitido estudiar procesos metabólicos específicos en 
comunidades microbianas, tales como la fijación de nitrógeno, la oxidación de 
metano, la nitrificación, etc.  
 La técnica de PCR permite la detección de fragmentos de ADN que se 
encuentran en poca cantidad en muestras ambientales, no obstante, esta técnica 
presenta sesgos relacionados con la diferencia en el acceso del iniciador a la cadena 
molde y la eficiencia en la extensión [32]. Se disponen de varios criterios de análisis 
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de los amplicones tales como la -técnicas de huella digital (en inglés Fingerprinting), 
-PCR cuantitativa (qPCR),- bibliotecas de productos de amplificación y secuenciación 
masiva. A continuación se describen las principales características de alguna de ellas. 
- Métodos moleculares de huellas genéticas 
 A pesar que es posible obtener información filogenética precisa de los 
microorganismos dominantes en un consorcio microbiano mediante el 
secuenciamiento de clones con insertos de producto de PCR del gen ARNr 16S, el 
esfuerzo y el costo que involucra limita el análisis de múltiples muestras. Esto a su 
vez, obstaculiza la investigación de cambios en la estructura de la comunidad 
microbiana en relación a cambios en las condiciones fisicoquímicos y/o biológicos en 
el tiempo y espacio, lo cual es esencial cuando se pretende estudiar la funcionalidad 
de una comunidad. Una alternativa para la investigación de comunidades bacterianas 
de muestras complejas ha sido el análisis del gen ARNr 16S con métodos moleculares 
de huellas genéticas como DGGE (del inglés Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis) [33], TGGE (del inglés Temperature Gradient Gel Electrophoresis) 
[34][35] SSCP (del inglés Single-Strand Conformation Polymorphism) [36], [37], que 
permiten el análisis simultaneo de múltiples muestras. Otras metodologías han 
incorporado sistemas de secuenciación automatizado para la detección láser de 
fragmentos de ADN marcadas con fluoróforos, por ejemplo T-RFLP (del inglés 
Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) [38], y más recientemente 
RAPD (del inglés Randomly Amplified Polymorphic DNA) [39]. 
 La elevada resolución de estos métodos, y la posibilidad de incorporar un 
marcador interno de tamaño en cada muestra, son características que deben dotarlos 
de un grado necesario de reproducibilidad. Además, de su bajo costo y sencillez, 
publicaciones recientes han demostrado la utilidad de los T-RFLPs en investigaciones 
ecológicas que requieran seguimiento de comunidades en el tiempo o en tratamientos 
experimentales [40]. Es importante resaltar que todas las técnicas de tipo huella 
digital presentan desvíos asociados a la amplificación por PCR suelen presentar una 
baja cobertura y también baja resolución taxonómica, ya que se obtienen fragmentos 
del mismo tamaño, que pueden resultar de grupos filogenéticos muy distintos [41].  
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- Clonación y secuenciación de ADN de muestras ambientales 
 Uno de los métodos más utilizados en estudios de la diversidad biológica de 
comunidades naturales es la clonación y secuenciación tradicional vía Sanger (o de 
primera generación) del gen ARNr 16S [42]. En términos generales, la clonación 
molecular se refiere al proceso de aislar el ADN de interés, insertarlo en un plásmido 
y obtener múltiples copias de ella en un organismo (generalmente procariota) por 
acción de la ADN polimerasa (Figura I.3). La composición de la biblioteca de clones 
dependerá de la especificidad de los iniciadores y de la eficiencia con la cual los 
genes del ARNr sean amplificados y clonados. Las secuencias obtenidas pueden ser 
clasificadas taxonómicamente o utilizadas para reconstrucciones filogenéticas. 
Resulta en una metodología relativamente simple y que además requiere poco 
equipamiento. La desventaja principal de esta técnica reside en su falta de practicidad, 
ya que se estima que para poder obtener una representación adecuada de la diversidad 
microbiana de una muestra de suelo por ejemplo, se deben realizar más de 10.000 
reacciones de secuenciación independientes, lo que es equivalente a analizar más de 
10.000 clones [43]. La necesidad de una metodología más rápida, fácil y económica, 
de alto rendimiento y altamente confiable ha impulsado el desarrollo de tecnologías 
de secuenciación, denominadas segunda generación.  
 La característica principal de las tecnologías de segunda generación es su 
capacidad de generar millones de secuencias representantes de una comunidad 
microbiana sin la necesidad de armar bibliotecas de clones, y dentro de las cuales 
encontramos a la pirosecuenciación (Figura I.4). Las tecnologías de segunda 
generación. permitió a muchos grupos de investigación realizar análisis profundos y 
lograr un mejor entendimiento acerca de las propiedades estructurales de 
comunidades microbianas en diversos ambientes [44]–[46]. 
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Figura I.3 Construcción de una librería de clones. Representación esquemática de las etapas 
implicadas en la construcción de una biblioteca de clones a partir del ADN extraído de una muestra 
ambiental. Fuente: http://img.docstoccdn.com/thumb/orig/86901294.png 
Tecnología de pirosecuenciación aplicada al estudio de la diversidad microbiana 
 La pirosecuenciación es un método de secuenciación de ADN basado en la 
monitorización en tiempo real de la síntesis de ADN. La llegada de los sistemas de 
secuenciación por síntesis o pirosecuenciación de alto rendimiento dieron solución a 
los problemas mencionados anteriormente, para el análisis de la diversidad 
microbiana mediante librería de clones. La principal ventaja de las tecnologías de 
segunda generación es su capacidad de generar millones de secuencias representantes 
de una comunidad microbiana sin la necesidad de armar bibliotecas de clones (Figura 
I.4). El primer equipo de secuenciación basado en esta tecnología, fue el 454 GS FLX, 
comercializado por Roche. Esta plataforma de secuenciación 454-Roche puede 
generar hasta 1,3 millones de secuencias de un largo promedio de 400-600 pb en cada 
corrida de secuenciación, comparado con las 96 secuencias de una placa completa en 
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el sistema de Sanger. Por otro, lado el método permite el etiquetado de ADN 
generando la posibilidad de secuenciar múltiples muestras a la vez [47]. 
 Brevemente, en el método de 454-Roche, el ADN del ambiente en estudio es 
fragmentado mecánicamente. Luego copias clonales de los fragmentos son producidas 
por PCR en emulsión sobre perlas de 28 μm (i.e. cada perla tendrá un solo fragmento 
original de ADN copiado miles de veces). Posteriormente, las perlas son tratadas con 
un desnaturalizante para recuperar sólo ADN simple cadena. Se hibridiza después un 
cebador de secuenciación a cada molécula de ADN presente en las perlas, conocidos 
como adaptadores. Las secuencias adaptadores están diseñadas para cumplir 
funciones en los pasos de selección, amplificación y secuenciación. A continuación se 
produce la pirosecuenciación. Para ello las perlas son depositadas en una picoplaca 
con pocillos de tamaño tal que quede depositada una perla única por pocillo. La 
secuenciación se produce por síntesis, cada ciclo consiste en la introducción de uno de 
los cuatro nucleótidos mediante una polimerasa. A su vez la incorporación es seguida 
de la adición de luciferina, la cual emite luz. Esta señal lumínica, que es capturada por 
una cámara, indica la adición del nucleótido en cada pocillo, produciéndose 
suficientes ciclos de A,G,C,T para completar secuencias de un promedio de 500 pb 
[48]. 
 Se utilizan dos enfoques de secuenciación de alto rendimiento para el análisis 
de las comunidades microbianas: secuenciación en gran escala de un gen (amplicon 
sequencing) y secuenciación masiva al azar (whole shotgun sequencing). El primero 
se basa en amplificación de un gen o de la región de un gen de interés. Por la 
limitación en la longitud de las secuencias producidas generalmente se amplifica solo 
una región del gen. A este gen, se lo conoce como biomarcador, y dependiendo de la 
información que aporta, filogenética o funcional, se lo denomina biomarcador 
filogenético o biomarcador funcional. Para el estudio de diversidad y composición de 
comunidades microbianas el gen de ARNr 16S sigue siendo el biomarcador 
filogenético más utilizado [46], [49], [50], mientras que otros biomarcadores 
funcionales como nifH y amoA son ampliamente utilizados para el estudio de la 
fijación biológica de N2 y la nitrificación, respectivamente [51], [52]. 
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Figura I.4. Comparación entre métodos de secuenciación de primera (a) y segunda (b) 
generacion. Adaptado de Shendure et al. 2008 [48]. 
 La secuenciación masiva al azar se basa en la secuenciación directa del ADN 
genómico extraído de las muestras ambientales, y aporta información a las siguientes 
preguntas: quienes están presentes en una determinada muestra ambiental? y qué 
están haciendo? [53]. El análisis de las secuencias producidas se centra en su 
anotación funcional. Para ello el primer paso es la identificación de marcos de lectura 
abiertos (ORF), existen dos métodos para identificar ORFs en secuencias cortas. 
Existen dos métodos para identificar ORFs. El método más sencillo se basa en 
búsqueda por homología (ej. BLAST) contra una base de datos [54]. El segundo 
método utiliza algoritmos de predicción de genes [55]. Los péptidos predichos 
necesitan ser luego comparados contra una base de datos de referencia para asignarles 
una anotación funcional. 
 En resumen, las nuevas tecnologías de secuenciación han traído grandes 
ventajas al estudio de la microbiología de suelos y a la determinación y análisis de su 
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diversidad. Varios proyectos internacionales con el objetivo de analizar la 
biodiversidad de suelos utilizaron herramientas de última generación. Entre ellos se 
destacan: "TerraGenome" [56], los proyectos llevados a cabo por el Departamento de 
Energía de los Estados Unidos [57], y proyectos nacionales como “BIOSPAS” [58] y 
“SoilGene” [59] Todos ellos se propusieron caracterizar la biodiversidad taxonómica 
y funcional de distintos tipos de suelos y estudiar los efectos de distintos fenómenos 
sobre las comunidades microbianas (ej. cambios del clima, tratamiento agronómico, 
etc.)  
La Metagenómica 
 El análisis metagenómico consistente en el estudio de todos los genomas 
presentes en un determinado ambiente a partir del ADN extraído directamente de 
muestras ambientales [60]. Representa una capacidad tecnológica para lograr un 
conocimiento más amplio y profundo de las estructuras microbianas y potencial 
metabólico en ambientes naturales. Dentro de este campo se destacan los estudios de 
biopelículas del drenaje de la mina ácida y el metagenoma del mar del Sargasso, los 
cuales han permitido la identificación de una gran diversidad de genes putativos 
nuevos, y hasta el ensamblaje de genomas [61], [62]. 
 Los primeros pasos en la metagenómica de suelos consintieron en la 
preparación de bibliotecas metagenómicas para acceder a los genomas de los 
microorganismos (Figura I.5) [63]. El ADN metagenómico extraído es fragmentado 
por digestión con enzimas de restricción o ruptura mecánica, y luego clonado en 
vectores. La etapa de búsqueda (screening) de los clones es una tarea muy laboriosa 
ya que para tener una representación robusta del metagenoma, la cantidad de clones a 
evaluar es muy grande. El screening puede ser funcional, expresando las secuencias 
clonadas en organismos huésped (por ejemplo en Escherichia coli); o puede basarse 
en la inferencia de la función mediante la secuenciación del fragmento de ADN 
clonado. Una alternativa para estudios metagenómicos resulta en la secuenciación 
masiva al azar del ADN metagenómico y posterior análisis bioinformático para inferir 
la composición y potencial metabólico de la comunidad microbiana. Cabe mencionar, 
que la gran ventaja de la construcción de bibliotecas a diferencia del enfoque shotgun, 
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reside en que los clones pueden preservarse y es posible acceder a estos para análisis 
posteriores.  
 Actualmente, con la metagenómica se ha logrado conocer y estudiar en más 
detalle como los microorganimos, cultivables o desconocidos, se adaptan o 
interactúan con factores bióticos y abióticos en diversos ambientes [64]–[66]. A la vez 
mediante las nuevas tecnologías de secuenciación se han descubierto nuevas 
moléculas con aplicaciones biotecnológicas [67], [68]. Muchos estudios se 
complementan en algunos casos con el análisis de las propiedades metabólicas de las 
muestras, utilizando por ejemplo microplacas para determinar la capacidad de 
utilización de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno por los microorganismos 
presentes (placa EcoPlateMR de BIOLOG), o mediante la determinación de actividades 
enzimáticas especificas a partir de suspensiones de muestras ambientales [69] 
 
Figura I.5. Construcción de bibliotecas metagenómicas. Adaptado de Daniel et al. 2005 [8] 
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Ecología de comunidades: el estudio de la biodiversidad 
 La biodiversidad de un ambiente se estudia en el marco de la ecología de 
comunidades. Por definición una comunidad es el conjunto de especies que coexisten 
en un determinado lugar y tiempo [70]. Definir especies entre microorganismos no es 
tarea sencilla [50], por ello para el análisis de comunidades microbianas hablaremos 
de unidades taxonómicas operativas (OTUs, en inglés Operational toxonomic units).  
 El análisis de biodiversidad basado en amplicones ARNr 16S o de un gen 
funcional pueden llevarse a cabo mediante distintas estrategias: analizar un perfil de la 
diversidad de la comunidad y/o analizar su composición taxonómica Suele utilizarse 
el 97% de similitud entre secuencias nucleotídicas para definir un OTU (para Bacteria 
y Arquea). Además, existen distintos métodos para agrupar secuencias en OTUs y se 
dividen entre: aglomerativos, divisivos y de partición [71], [72]. Por su lado, los 
métodos de clasificación taxonómica suelen seguir alguna de las siguientes 
estrategias: - alineamientos pareados contra un set de secuencias de referencia con 
identidad taxonómica conocida (ej. BLAST) [73]; - comparación de la composición 
de las secuencias con una referencia de entrenamiento utilizando “k-meros”, o 
“palabras” de una n longitud de pares de bases [74] o - métodos basados en filogenia 
que asignan la clasificación buscando la secuencia más cercana en una filogenia de 
referencia [75]. En el presente trabajo se utilizaron dos niveles de diversidad para el 
estudio de las comunidades diazotroficas. Por un lado, la diversidad alfa que se 
refiere a la diversidad de un hábitat o sitio, y por otro lado, la diversidad beta que se 
refiere a la diversidad entre hábitats o sitios [76].  
 Whittaker definió que la diversidad beta puede medirse a partir de la 
presencia-ausencia de especies o a partir de los datos cuantitativos de abundancia 
[77]. Si la diversidad beta se mide entre pares de sitios esta puede variar de par a par. 
Para analizar este tipo de variaciones se utilizan distancias ecológicas. La ventaja del 
uso de distancias es que se puede resumir la variación en la composición de especies 
en un solo valor; la desventaja es que se pierde la información sobre la identidad de 
las especies [78]. Una distancia ecológica será buena si logra describir las diferencias 
entre la composición de especies. Para sitios que comparten la mayoría de las especies 
la distancia será pequeña, mientras que para los sitios con pocas especies en común la 
distancia será grande. Para el cálculo de las distancias ecológicas existen varias 
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posibilidades (Figura I.6). Por ejemplo por el tipo de valor que se calcula: hay 
distancias que se miden en el intervalo entre cero y uno. Los valores de distancia de 
Bray Curtis y Kulczynski cercanos a cero indican que los sitios comparados tiene una 
composición similar de especies, mientras que si el valor se acerca a uno implica que 
la composición varía entre sitios. Otras distancias calculan valores no restringidos, 
que pueden ser mayores a uno. Este es el caso de la distancia euclidiana y de 
Hellinger. Otras medidas de distancia tienen en cuenta solo las diferencias en 
presencia y ausencia de especies, entre ellas: Jaccard y Sorenson [79]. 
 
Figura I.6. Fórmulas para el cálculo de distancias ecológicas entre dos sitios hipotéticos A y C. 
Donde a indica la abundancia de especies en el sitio A y c la abundancia de especies en el sitio C. 
Adaptado de Kindt et al. 2005 [79] 
Los microorganimos como principales protagonistas de los ciclos biogeoquímicos  
 Los ciclos biogeoquímicos son considerados sistemas dinámicos que suceden 
a través de la biosfera, la disponibilidad de macro/micronutrientes para diferentes 
formas de vida dependen de los mecanismos de transformación involucrados en esos 
sistemas. El término “ciclo biogeoquímico” hace referencia claramente a los roles 
entrelazados de los componentes bióticos y abióticos para proporcionar las moléculas 
necesarias para el crecimiento y reproducción de los organismos vivos. El concepto 
comprende también a los microorganismos como principales protagonistas 
involucrados en la disponibilidad de nutrientes [3].  
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 La extensa historia evolutiva de los microorganismos en el curso de la 
formación de la tierra como la conocemos hoy, les ha permitido desarrollar la 
maquinaria metabólica necesaria para reciclar prácticamente la totalidad de la 
moléculas complejas construidas naturalmente, convirtiéndolas en sustratos para la 
nutrición de organismos superiores [3]. 
 Un proceso crítico en cualquier ciclo nutricional es la conversión de formas 
orgánicas de nutrientes provenientes de biomasa muerta (detritos), en formas 
inorgánicas simples y solubles que pueden ser incorporadas por plantas y otros 
microorganismos, proceso conocido como mineralización. El requerimiento 
cuantitativo de los macronutrientes (C, O, H, N, Ca, P, Mg, K, S, Na, Cl) es superior 
al de los elementos considerados micronutrientes (Fe, Mn, B, Co, Cu, Mo, Zn, I, Se). 
 Cada elemento tiene un patrón de ciclado resultando en formas asimilables 
para las plantas y ulteriormente objeto de reciclado por los microorganismos. 
Disponemos de una importante información y conocimiento de las reacciones 
bioquímicas involucradas en las transformaciones, como asimismo de los 
microorganismos y determinantes genéticos de esas capacidades biológicas. Una 
revisión de estos aspectos, especialmente dirigida al ciclo del nitrógeno (N) es 
encarada en las secciones que siguen. 
Dinámica del ciclo del nitrógeno y su importancia ecológica en suelo 
 El ciclo del N comprende a diversos procesos llevados a cabo principalmente 
por microorganismos del suelo [80] y que permiten interconvertir distintas formas de 
compuestos nitrogenados, contribuyendo a mantener niveles de nutrientes asimilables 
para las plantas. Ningún otro elemento esencial para la vida toma tantas formas 
químicas en suelo como el nitrógeno (Tabla I.2). La dinámica de este elemento en la 
biosfera comprende la fijación biológica de nitrógeno (N2), la mineralización, la 
nitrificación, la denitrificación y la oxidación anaeróbica del amonio [3]. El gas 
dinitrógeno (N2) representa la forma de nitrógeno más abundante en la biosfera, pero 
no puede ser utilizada por la mayoría de los organismos, incluyendo las plantas. La 
fijación biológica del nitrógeno (BNF) es el proceso dominante por el cual el N 
ingresa inicialmente a los pools biológicos del suelo, resultando en la producción de 
amonio. Además, mediante una reacción de alta energía también se lleva a cabo la 
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fijación abiótica del nitrógeno molecular en la atmósfera. Comprende la 
electrificación y reducción fotoquímica donde el oxígeno y el nitrógeno se combinan 
para formar nitrato. Este es arrastrado por la lluvia a la superficie terrestre y a los 
cuerpos acuáticos en forma de ácido nítrico (H2NO3). El aporte de la fijación abiótica 
de N2 a los depósitos de nitrógeno en suelos se ha estimado en 20 Kg N/ha/año 
comparado con los 100 a 200 Kg N/ha/año que provienen de la BNF [3]. Esto 
significa que la BNF es la fuente principal de N en suelos y por lo tanto un proceso 
eminentemente importante para el mantenimiento de la vida en la tierra [81]. 
Tabla I.2. Formas principales del nitrógeno en suelo y sus estados de oxidación 
Nombre Formula química Estado de oxidación 
Nitrato NO3
-
 +5 
Dióxido de nitrógeno NO2 +4 
Nitrito NO2
-
 +3 
Oxido nítrico (g) NO +2 
Oxido nitroso (g) N2O +1 
Dinitrógeno (g) N2 0 
Amoniaco (g) NH3 -3 
Amonio NH4
+
 -3 
N orgánico RNH3 -3 
 
 El concepto del ciclo de N formulado por Löhnis en 1913 formalizó la noción 
acerca de que las distintas formas de nitrógeno son convertidas unas a otras, de una 
manera ordenada y predecible. Además, propuso la existencia de un equilibrio global, 
consistente en que el nitrógeno fijado por año debería ser anualmente convertido a N2 
mediante denitrificación [3]. Actualmente los niveles de fijación de nitrógeno -
biológico e industrial- han superado significativamente las tasas de denitrificación y 
es una de las principales razones por las cuales el N se ha convertido en un importante 
contaminante [82]. Entonces si bien en varios ecosistemas terrestres la disponibilidad 
de N limita el crecimiento de las plantas y por ende la producción primaria, algunas 
formas de nitrógeno son nocivas afectando tanto al medio ambiente como a la salud 
humana. El nitrato (NO2
-) puede ser arrastrado fácilmente por escorrentía, de modo 
que no se infiltra en el campo, sino que fluye normalmente hacia terrenos más bajos o 
cursos superficiales de aguas subterráneas y si alcanza aguas potables plantea un 
riesgo para la salud humana. Este compuesto puede combinarse con la hemoglobina y 
bloquear a nivel de respiración el intercambio normal de gases. 
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 Lo descripto provee una justificación para intentar mejorar nuestro 
conocimiento sobre la comprensión de la transformación del nitrógeno y sobre los 
microorganismos del suelo que llevan a cabo dichas transformaciones. En la Figura 
I.7 se resumen los procesos de transformación química que intervienen en el ciclo del 
nitrógeno. Las etapas mediadas por los microorganismos y relevantes para el 
reciclado de nutrientes en los sistemas agrícolas incluyen la mineralización, 
íntimamente ligada a la degradación de materia orgánica, la nitrificación, la cual 
posibilita la conversión de amonio a nitrato, y las etapas de fijación de N2, y 
desnitrificación que cierran el ciclo global del N. A continuación se describen en 
detalle los procesos estudiados en el presente trabajo. 
 
Figura I.7. Ciclo del nitrógeno. Representación esquemática de los principales componentes del 
ciclo del nitrógeno. Las formas gaseosas de N se encuentran en corchetes. Los procesos de 
transformación química del nitrógeno estudiados en el presente trabajo se encuentran recuadrados en 
celeste. Esta figura es una adaptación de su versión original de Paul et al. 2006 [3]. 
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a. Fijación Biológica de nitrógeno 
 La fijación biológica de nitrógeno es la reducción de nitrógeno molecular (N2) 
en amonio (NH4
+), mediado por la enzima nitrogenasa. Dicha reacción enzimática es 
energéticamente costosa, 16 moléculas de adenosín trifosfato (ATP) y 8 electrones 
por molécula reducida, resultando en un proceso celular altamente regulado. La 
nitrogenasa es un complejo enzimático constituido por dos metaloproteínas: el 
Componente I (dinitrogenasa) presenta un peso molecular de aproximadamente 250 
KDa y está constituido por dos heterodímeros codificados por los genes nifD y nifK. 
Además, en dicho componente se halla el sitio activo para la reducción de N2. El 
Componente II (dinitrogenasa reductasa) de aproximadamente 70 KDa acopla la 
hidrolisis de ATP a la transferencia de electrones entre los complejos proteicos. 
Presenta dos subunidades idénticas codificadas por el gen nifH. Las nitrogenasas 
"convencionales" contienen molibdeno (Mo) en los centros Fe-S de su grupo 
prostético, mientras que otras nitrogenasas conocidas como "alternativas" reemplazan 
Mo con vanadio (V) o hierro (Fe), siendo los genes codificantes vnfH y anfH, 
respectivamente [52].  
 El gen nifH es el gen más conservado entre los diversos microorganismos 
fijadores de N2. Las relaciones filogenéticas basadas en secuencias nifH obtenidas de 
microorganimos cultivables muestran una buena congruencia con las obtenidas a 
partir del estudio del gen ARNr 16S [52], [83]. El uso de las secuencias nifH en el 
análisis de poblaciones microbianas, ha permitido caracterizar la diversidad genética 
de la comunidad fijadora de N2 independientemente del cultivo. Esta estrategia de 
análisis se ha aplicado en numerosos ambientes tanto acuáticos como terrestres 
generando una de las bases de datos de genes no ribosomales más extensa [84]–[88]. 
 La reducción biológica de nitrógeno molecular es llevada a cabo únicamente 
por microorganismos procariotas. Los organismos diazótrofos utilizan diversas 
fuentes de energía incluyendo la luz del sol (fotótrofos), elementos y compuestos 
inorgánicos reducidos (litótrofos), y una gama de diferentes sustratos orgánicos 
(heterótrofos). Están representados por aerobios obligados y facultativos y anaerobios 
obligados. Esta diversidad metabólica indica que los diazótrofos pueden contribuir 
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con la fijación de N a otras formas de vida en una amplia variedad de ambientes. 
(Tabla I.3) 
 
Tabla I.3. Ejemplos de géneros de bacterias diazotróficas. 
 
* Incluye otras cianobacterias; ** Llevado a cabo solo por algunas especies. Datos tomados de Paul et al. 2006 [3] 
 
 Los diazótrofos son muy diversos, por ello resulta conveniente categorizarlos 
según su estilo/estrategia de vida. En el presente trabajo, el termino diazótrofos se 
refiere a todos los organismos que presentan la capacidad genética para llevar a cabo 
la fijación biológica de nitrógeno. Sin embargo, esto no significa que el organismo en 
realidad ejecute esta función en el ambiente estudiado. Los diazótrofos simbióticos y 
de vida libre comprenden los dos grupos comúnmente definidos de estilos de vida. En 
particular, utilizaremos el término diazótrofos de vida libre o fijadores de N de vida 
libre para describir a los diazótrofos que habitan en el suelo o en asociación con raíces 
de plantas, excluyendo a los microorganimos endófitos y simbióticos. Según Keneddy 
et al. [89] hay muchos microorganimos que presentan varios grados de asociación con 
plantas, desde endófitos verdaderos a cepas que se enriquecen en la rizosféra o el la 
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superficie de las raíces. Estos últimos, suelen denominarse diazótrofos “asociativos”. 
Los diazótrofos “no simbióticos” presentan una definición más amplia e incluye a 
todos los diazótrofos que no presentan una simbiosis específica. Por lo tanto esta 
definición incluye a todos los diazótrofos que viven en condiciones libres o en 
asociación con raíces de plantas.  
b. Mineralización del nitrógeno 
 El proceso conocido como mineralización es llevado a cabo por 
microorganismos liberando nutrientes como producto secundario del consumo de 
detritos. Mientras que los microorganismos utilizan principalmente los detritos como 
fuente de energía y carbono (C) para su crecimiento, también presentan la necesidad 
de nutrientes, tales como el N, para ensamblar proteínas, ácidos nucleicos, y otros 
componentes celulares [3]. Si el detrito ofrece un excedente de nitrógeno para los 
organismos descomponedores este será liberado en forma inorgánica al medio 
mientras el C es consumido. Por el contrario, si el sustrato presenta un déficit de N, 
los microorganimos precisan capturar N adicional de su alrededor, ya sea 
incorporando o inmovilizando N en su biomasa (proceso conocido como 
inmovilización de N). Además, la absorción microbiana de N es afectada por la 
eficiencia del crecimiento del organismo. Por ejemplo, los hongos presentan una 
proporción mayor de C:N en sus tejidos en comparación a las bacterias, por lo tanto 
debido a su baja necesidad de N, pueden crecer más eficientemente en sustratos 
pobres en nitrógeno [3]  
 Tradicionalmente se consideró al NH4
+ como el producto intermedio de la 
mineralización del N y de hecho se suele encontrar en la literatura referido como 
amonificación. Recientemente, el hallazgo de que las plantas pueden incorporar 
formas orgánicas solubles y simples de nutrientes, se ha ampliado la definición de 
productos de mineralización incluyendo cualquier forma de N soluble y simple que 
pueda ser incorporado por las plantas [90] Se ha demostrado que las plantas 
incorporan aminoácidos y otras formas orgánicas de nitrógeno siendo las micorrizas 
las que desempeñan un papel importante en esta incorporación. Son capaces de llevar 
a cabo la absorción de aminoácidos, azucares aminados, péptidos, proteínas, y quitina 
que luego son utilizados por su planta huésped como fuentes de N. 
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c. Nitrificación 
 La nitrificación mediada por microorganismos consiste en la conversión de 
amoniaco a formas de nitrógeno menos reducidas, principalmente nitrito (NO2
-) y 
nitrato (NO3
-). En ambientes con un potencial redox alto, el amoniaco puede ser 
oxidado a óxidos de nitrógeno y nitrato. Bacterias autotróficas aisladas a finales del 
1800, presentaban una ganancia de hasta 440 kJ de energía por mol de amonio (NH3) 
oxidado con nitrato como producto final. Actualmente, se conocen microorganismos 
heterotróficos capaces de llevar a cabo el proceso de nitrificación [91]–[93], no 
obstante la nitrificación autotrófica parece ser el proceso más importante en suelos 
[3]. 
 La nitrificación autotrófica ocurre en dos etapas y es llevado a cabo por dos 
grupos separados de bacterias: las oxidantes de amoniaco y nitrito, respectivamente. 
En su conjunto a estas bacterias se las conoce como bacterias oxidantes de amonio 
(AOB) o nitrificantes. Sin embargo, la oxidación de NH3 no se restringe solamente al 
dominio Bacteria, se han descubierto representantes de archeas que poseen la 
capacidad metabólica para oxidar amonio (AOA) [94], [95]. Entonces el proceso de 
nitrificación comienza con la oxidación de amoniaco a nitrito en condiciones 
estrictamente aeróbicas y se caracteriza por la siguiente reacción: 
NH3 +1½ O2                            NO2
-+ H+  + H2O 
 La fase inicial de nitrificación envuelve los siguientes eventos de oxidación: 
NH3
+ + 2H+ + O2+2e
-                                            NH2OH + H2O 
  NH2OH + H2O                                                     NO2
- + 4e- + 5H+ 
 La primera reacción de oxidación es mediada por la enzima de unión a 
membrana, amonio monooxigenasa (AMO). Se sintetiza el compuesto intermedio 
hidroxilamina (NH2OH) el cual es posteriormente oxidado a nitrato mediante la 
NH2OH oxidoreductasa. La enzima AMO también puede oxidar una amplia variedad 
de compuestos orgánicos no polares y de bajo peso molecular, entre ellos fenol, 
metanol, metano y otros compuestos halogenados alifáticos como tricloroetileno. Los 
productos intermedios son oxidados rápidamente, encontrándose en muy bajas 
amonio  monooxigenasa 
NH2OH oxidoreductasa 
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concentraciones en ambientes naturales. Otros compuestos intermedios que pueden 
resultar durante la oxidación de hidroxilamina a nitrito tales como óxido nítrico (NO) 
podrían escapar a la atmosfera e influir en la producción fotoquímica de ozono [3]. 
Esta fase del proceso de nitrificación libera energía (ΔG° = -84 kcal/mol) que es 
utilizada principalmente por bacterias quimiolitotróficas para la reducción de CO2 a 
través del ciclo de Calvin-Benson. Basados en análisis de secuencias de genes ARNr 
16S y el gen amoA, las bacterias aerobias estrictas del suelo que llevan a cabo la 
primera etapa de oxidación de amoníaco, se encuentran representadas principalmente 
por los siguientes géneros: Nitrosomonas (β-proteobacteria), Nitrosospira, (β-
proteobacteria) y Nitrosococcus, (γ-proteobacteria). 
 La segunda etapa del proceso de nitrificación conlleva la oxidación directa del 
nitrito a nitrato mediante la enzima reversible nitrato reductasa. 
NO2
- + H2O                                       NO3
- + 2H+ + 2e- 
 Las bacterias quimiolitotróficas del suelo del género Nitrobacter y de 
ambientes marinos de los géneros Nitrococcus, Nitrospira y Nitrospina son 
responsables de catalizar esta fase del proceso de nitrificación. 
 Los microorganismos nitrificadores desempeñan un rol substancial en la 
funcionalidad del ecosistema, ya que el aporte predominante de nitrato tiene su origen 
en la nitrificación in situ siguiendo el proceso descripto más arriba. Mientras que un 
aporte menor proviene de su incorporación en el ambiente mediante lluvias acidas o 
fertilizantes. El estudio de la variabilidad de la secuencia del gen codificante de la 
amoA es un criterio alternativo usado en estudios de ecología microbiana [96]. 
d. Reducción asimilativa y desasimilatoria del nitrito 
 El transporte activo de nitrato al interior de la célula es el primer paso en la 
ruta de asimilación de esta fuente de nitrógeno, mayoritariamente utilizada por las 
cianobacterias. Una vez dentro de la célula el nitrato se reduce hasta amonio para 
utilizarse como nutriente. Dicho proceso de reducción de nitrato es conocido como 
metabolismo asimilativo de nitrito [97]. El metabolismo asimilativo de nitrito tiene 
como producto principal al amonio por la acción de la nitrito reductasa (NiR). El 
            nitrito oxidoreductasa 
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amonio es posteriormente incorporado a esqueletos carbonados mediante el ciclo 
glutamina sintetasa-glutamato sintasa.  
 En la respiración anaeróbica de nitrato, la acumulación de nitrito en la célula 
procariota puede resultar tóxico y para evitarlo, ciertos microorganimos catalizan la 
reducción de nitrito a amonio, mediante una enzima citoplasmática dependiente de 
NADH, y codificada por el gen nirB. A su vez este proceso regenera el poder reductor 
NAD+. A pesar que el amonio, generado por este proceso puede ser asimilado, el 
proceso se lo denomina reducción desasimilatoria del nitrito [97]. 
e. Denitrificación 
 La reducción disimilativa de nitratos o denitrificación mediada por bacterias 
anaeróbicas facultativas ocurre en condiciones limitantes de oxígeno y en presencia 
de nitratos (NO3
-) y nitritos (NO2
-), los cuales se utilizan como aceptores finales de la 
cadena respiratoria. La desnitrificación se lleva a cabo por una amplia gama de 
bacterias del suelo, incluyendo órgano-, quimio- y fotolitotrofos, fijadoras de N2, 
termófilos, halófilos y distintos patógenos. Se conocen alrededor de 50 géneros de 
bacterias denitrificantes con más de 125 especies [98], y algunos hongos son capaces 
de producir N2O y N2 a través de dos rutas de denitrificación fúngica en condiciones 
aeróbicas y anaeróbicas [99]. Los siguientes géneros bacterianos contienen especies 
que demuestran la habilidad de llevar a cabo el proceso de denitrificación: Bacillus, 
Chromobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Spirillum, Hypomicrobium, 
Achromobacter, Moraxella, Paracoccus, Alcaligenes y Aquifex. Este último género 
corresponde a bacterias hipertermofílicas y quimiolitotróficas obligadas. En el suelo, 
la mayoría de bacterias denitrificantes cultivables son anaerobios facultativos 
pertenecientes principalmente a los géneros, Pseudomonas y Alcaligenes y, en menor 
medida Bacillus, Agribacterium y Flavibacterium. 
 El retorno del nitrógeno a la atmósfera mediante el proceso de denitrificación 
completa el ciclo biogeoquímico del nitrógeno. Este proceso acarrea una pérdida de 
nitrógeno en ambientes naturales, por lo que resulta ser un proceso detrimental para la 
actividad agrícola [100]. 
 En la Figura I.8 se muestra las etapas del proceso de denitrificación, y para 
entender la estructura y diversidad de las comunidades implicadas en la reducción de 
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NO3
- y su contribución en el proceso de denitrificación se han utilizado como 
marcadores moleculares los genes para las enzimas: nitrato reductasa (napA, narG), 
nitrito reductasa (nirK-nirS), óxido nítrico reductasa (norB) y óxido nitroso reductasa 
(nosZ) codificadas por diversos grupos polifilético de bacterias [84], [98], [101]–
[104]. 
 
Figura I.8. Proceso de desnitrificaron en bacterias Gram negativas. Nar, nitrato reductasa; Nir,  
nitrito reductasa; Nor, óxido nítrico reductasa y Nos, óxido nitroso reductasa. Figura adaptada de Paul 
et al. 2006 [3] 
La FBN y el ambiente agrícola  
 La actividad del complejo agroindustrial de nuestro país tiene el potencial 
suficiente para abastecer el mercado interno y además exportar bienes y servicios de 
clase mundial. La producción primaria de origen agropecuario depende de un 
creciente nivel de productividad para permanecer competitivo en el futuro inmediato. 
Una de las limitantes más importantes de dicha producción es la disponibilidad de N 
en el suelo. El proceso de fijación biológica de nitrógeno (FBN), consistente en la 
reducción enzimática de nitrógeno molecular a amonio,  aporta aproximadamente 140 
millones de toneladas de nitrógeno por año constituyéndose en la principal entrada de 
este elemento a la biosfera [105]. Considerando el costo económico y ecológico del 
uso de fertilizantes químicos, se pone de manifiesto el rol central de la FBN en la 
implementación de sistemas productivos y sustentables en el suelo. 
 El sistema de siembra directa se ha implementado en forma creciente en los 
últimos años, cubriendo actualmente más de 70 millones de hectáreas en el mundo y 
aproximadamente el 70% de la superficie cultivada en la Argentina [106]. En el año 
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2003 se definió el concepto de Buenas Prácticas Agrícolas (BPA) por parte de la The 
Food and Agriculture Organization (FAO) [107]. El mismo incluye una lista de 
prácticas agrícolas que fomentan la sostenibilidad ambiental, económica y social de 
los procesos agropecuarios, promoviendo la producción de alimentos y productos 
agrícolas seguros y de calidad. Las bases del manejo BPA son las siguientes: 1) 
Mínimo disturbio mecánico del suelo; 2) Cobertura de suelo permanente; 3) Rotación 
de cultivos, 4) manejo integral de plagas, malezas y enfermedades. Numerosos 
estudios demuestran que este sistema de siembra directa bajo BPA disminuye los 
efectos negativos del uso agrícola tales como la erosión, la pérdida de capacidad de 
retención de humedad o la disminución del pool de materia orgánica del suelo [108]. 
Sin embargo, a pesar del rol fundamental de los microorganismos en los procesos del 
suelo, la influencia del uso y manejo del suelo sobre la composición y diversidad de la 
comunidad microbiana suelo es limitada, particularmente considerando comunidades 
asociadas a procesos específicos tales como la fijación de nitrógeno [109]–[111]. 
 Varios autores reportaron un aumento de la biomasa total y actividad 
microbiana en respuesta al incremento de la incorporación de materia orgánica al 
suelo y a la reducción de aplicación de agroquímicos [112]–[114]. Por otro lado, 
Donnison et al. 2000 encontraron que cambios en el manejo agronómico no provocan 
efectos significativos en el estado nutricional, en la biomasa y actividad microbiana 
del suelo; aunque también demostraron que el manejo agronómico afecta 
significativamente la estructura de la comunidad microbiana, sugiriendo que esto se 
debe principalmente a cambios en la naturaleza de los cultivos y la cantidad de 
fertilizante aplicado [115]. En particular, para el caso de la comunidad diazotrófica en 
suelo se ha demostrado que la estructura y diversidad responde a cambios asociados a 
la naturaleza del nitrógeno aplicado, al pastoreo, a las enmiendas y a la incorporación 
de rastrojos [116]–[118]. Orr et al. analizaron la diversidad y actividad de las 
bacterias fijadoras de N2 en suelos con manejo agronómico orgánico y convencional, 
encontrando que la rotación de cultivos tiene un efecto significativo sobre la 
diversidad de la comunidad diazotrófica. 
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SoilGene y BIOSPAS: Consorcios argentinos interdisciplinarios para el estudio de 
la biología del suelo 
 Los consorcios se establecieron en el marco de dos Proyectos de Areas 
Estratégicas (PAE) financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovación Tecnológica 
de la Argentina. El objetivo de SoilGene consitió en evaluar el impacto de la 
agricultura sobre ecosistemas agrícolas típicos de la Región Pampeana, con enfoque 
metagenómico en el estudio de los procesos biológicos y diversidad microbiana de los 
suelos [59]. El proyecto interdisciplinario denominado "Biología del Suelo y 
Producción Agropecuaria Sustentable" (BIOSPAS), presentó el objetivo general de 
desarrollar nuevos indicadores de calidad de suelo en base a sus propiedades 
químicas, físicas y biológicas [119]. Numerosos trabajos científicos con grandes 
aportes para el estudio de la biología del suelo han sido publicados en el contexto del 
desarrollo de ambos consorcios [119]–[123]. 
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Objetivos 
Objetivo general 
 
 En este trabajo se propone el estudio de las poblaciones microbianas 
participantes en el metabolismo nitrogenado, en suelos bajo distintas condiciones de 
uso y prácticas agrícolas de la Argentina, aplicando enfoques metagenómicos 
Objetivos específicos 
 
 Analizar la composición de las comunidades microbianas del suelo 
relacionadas con el ciclo del nitrógeno mediante el análisis in silico de 
bibliotecas metagenómicas.. 
 Estudiar la población diazotrófica potencial (gen nifH) en suelo mediante la 
técnica de “Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción 
terminal” (T- RFLP, Terminal-Restriction Fragment Lenght Polymorphism). 
 Definir la estructura de la población diazotrófica activa en suelos bajo 
diferentes manejos agronómicos de la región de Pergamino mediante el 
análisis de ADNc-nifH. 
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Descripción de los sitios y muestreo 
 
1. Suelos para el análisis funcional in silico de los metagenomas de suelo 
Para el análisis metagenómico se utilizaron suelos representativos de 
diferentes situaciones de manejo agropecuario, los cuales fueron objeto de estudios 
multidisciplinarios por otros grupos pertenecientes al consorcio SoilGene (PAE n° 
37164). Las muestras de suelo se obtuvieron de cuatro lugares diferentes de la región 
pampeana argentina, el área más productiva y con la más larga historia de manejo 
agrícola del país [124]. Las regiones de la Pampa Ondulada y Balcarce fueron 
seleccionados de acuerdo a isoyetas previamente definidas: clima húmedo (1000 - 
1200 mm anuales) y semi - húmedos (800 - 1000 mm anuales).  
El muestreo en la Pampa Ondulada se llevó a cabo en tres establecimientos 
productivos: La Estrella, La Negrita y Criadero Klein (Figura II.1) en Junio del año 
2010. Los suelos han estado bajo manejo agronómico en los últimos 30 años y bajo 
labranza cero (siembra directa) en los últimos 16 años, utilizando una rotación 
trigo/soja-maíz. La última rotación antes del muestreo fue trigo-soja. Se tomaron 
muestras en lotes agrícolas y en los parques asociados a los cascos en cada 
establecimiento. Se determinaron así dos tratamientos: suelos cultivados en siembra 
directa, "CSD", y un control de campos no cultivado, "NC". La utilización de 
muestras de suelo de parques como tratamiento "referencia" o "control", en análisis de 
suelos de la región pampeana, es una práctica altamente difundida. Las muestras de 
suelos no agrícolas se obtuvieron de las zonas de pastos cercanas al casco con 
herbáceas (no leñosas), como Cirsium sp, Trifolium sp, Micropsis sp, Festuca sp, 
Dichondra sp, Cyperus sp y Taraxacum officinale. Los suelos muestreados fueron 
clasificados como Argiudoles, de las series Chacabuco y O' Higgins. La temperatura 
media anual de los sitios fue de 16,0°C a 16,3°C y la precipitación media anual fue de 
1027 mm a 1065 mm. 
Otro suelo muestreado correspondió al campo Experimental INTA Balcarce, 
que se encuentra ubicado en la Pampa sureña (Figura II.1). Dicho campo forma parte 
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de un experimento de labranza (arado de vertedera bajo) y rotación mixta de cultivos 
de 34 años.  
 Las parcelas bajo labranza convencional (LC) tuvieron ese manejo desde 1976 
y las parcelas bajo siembra directa sufrieron labranza convencional desde 1976 a 1993 
y luego siembra directa por 16 años hasta el momento del muestreo en Agosto de 
2010. Las rotaciones variaron entre pasturas, trigo/soja-maíz. Las subparcelas 
muestreadas recibieron una fertilización de 60 Kg N/año y el mismo tipo de rotación. 
La fuente de nitrógeno utilizada fue urea aplicada al voleo en V6 (sexta hoja) para 
maíz, en macollaje para el trigo y en R1 (inicio de floración) para soja. La última 
rotación antes del muestreo fue maíz-soja. También se tomaron muestras en el parque 
asociado al casco. Los suelos muestreados fueron clasificados como un complejo de 
Argiudol típico (Serie Mar del Plata) y Paleudol petrocálcico (Serie Balcarce). La 
temperatura media anual en Balcarce fue de 13.8 (°C) y la precipitación anual media 
de 875 mm.  
 
Figura II.1. Localización geográfica de los sitios muestreados en la región pampeana argentina 
En la provincia de Buenos Aires los sitios:- La Estrella, - La Negrita, - Criadero Klein, - Balcarce, - 
Pergamino y en la provincia de Entre Ríos - Viale.  
 
Muestra Latitud Longitud 
La Estrella -34º 41´ 4,2" -60º 6´ 2,4" 
La Negrita -34º 34´ 46,2" -59º 55´ 8,4" 
C. Klein -35º 7´ 17,4 " -60º 15´ 42,6" 
Balcarce -37º 45´ 09", -58º 17´ 47´" 
Pergamino -33º 56´ 36" -60º 33´ 57" 
Viale -31º 52´ 59,6" 59º 40´ 07" 
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 En cada uno de estos sitios se recolectó suelo no rizosférico (bulk) tomados de 
los primeros 20 cm de profundidad con barrenos diseñados para tal fin. El 
experimento se llevó a cabo con un diseño de bloques al azar, con un arreglo de 
parcelas divididas por tratamiento agrícola. En los lotes correspondientes a cada uno 
de los tratamientos se tomaron en un área de aproximadamente 500 m2, 20 muestras al 
azar de los primeros 20 cm. Las submuestras de cada lote luego fueron 
homogeneizadas en una única muestra, y enviadas inmediatamente al laboratorio a 
4°C donde fueron tamizadas a través de malla de 1 mm para una homogenización 
profunda, rotura de los agregados y retiro de las raíces y residuos vegetales. Las 
muestras de suelo se almacenaron a -80 ºC inmediatamente después de la 
homogeneización hasta la extracción de los ácidos nucleicos. Para mayor información 
acerca de estos suelos ver Rascovan et al. 2013 [59]. 
2. Suelos para el análisis de perfiles T-RFLP del gen nifH  
Además de los suelos anteriormente descriptos, para el análisis de T-RFLP 
también se incluyeron suelos de otras regiones de la Pampa Argentina. Se 
muestrearon campos de la región de Pergamino en Pcia. de Buenos Aires y Viale en 
Pcia. de Entre Rios en el marco del proyecto PICT-PAE 2006-11 (Consorcio 
BIOSPAS). Los suelos muestreados fueron clasificados como un complejo de 
Argiudol típico y Vertisol, respectivamente. 
En cada una de las localidades se tomaron muestras de 2 manejos agrícolas 
contrastantes y un control de campos no cultivados, cada uno por triplicado 
(submuestras). Los distintos tratamientos agronómicos se definieron según las 
características de las prácticas agrícolas que se llevan a cabo en ellos: 
1. “Buenas prácticas agrícolas (BPA)”: Se caracteriza por un manejo permanente en 
siembra directa contemplando la rotación intensiva de cultivo, fertilización en 
reposición, manejo integral de plagas, malezas y enfermedades, el reemplazo de 
nutrientes, con cultivos de cobertura en las etapas del año donde no se produce. 
2. “Pobres prácticas agrícolas (PPA)” en siembra directa: Campos con mínima 
rotación de cultivos o monocultivo de cultivos (soja) y baja reposición de nutrientes. 
Estos suelos se caracterizan por pasar gran parte del año sin ningún tipo de cobertura. 
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3. No Cultivados (NC). Ambiente natural con mínima actividad antrópica, ej: reserva 
natural, sectores “santuarios” que se conservan en algunos establecimientos, montes, 
sectores de parques. Estas áreas no han sido cultivadas ni trabajadas al menos por 30 
años. 
 El muestreo se realizó en Febrero del 2011 y dentro de cada sitio-tratamiento 
se muestrearon tres zonas separadas por un distancia de al menos 50 m. Las muestras 
consistieron en un pool de 16-20 submuestras de suelo bulk (fracción 0-20 cm de 
profundidad) separados al menos por dos metros unas de otras, dispuestos en forma de 
cuadrícula. Estas submuestras se combinaron en el campo para obtener una única 
muestra compuesta por zona y se transportaron al laboratorio a 4 ºC. Tres días 
posteriores a la recolección las muestras se tamizaron a través de 4 mm de malla para 
eliminar raíces, residuos vegetales y ayudar a romper los agregados. Las muestras se 
almacenaron a -80 ºC hasta el momento de su análisis. Para mayor información acerca 
de estos suelos ver Figuerola et al. 2012 [119].  
 Las mediciones fisicoquímicas fueron realizadas por el laboratorio del Ing. 
Agr. R. Alvarez para el caso de las muestras de suelo de La Estrella, La negrita, 
Criadero Klein y Balcarce [120], [125]. Para el caso de las muestras de suelo de Viale 
y Pergamino, el grupo liderado por el grupo del Ing. Agr. J.A. Galantini [119]. En las 
Tablas II.1, II.2 y II.3 se detallan respectivamente las abreviaturas, propiedades físicas 
y químicas de todos los suelos analizados en el presente trabajo. 
3. Suelos para el estudio de los transcriptos del gen nifH en suelo 
 El muestreo se realizó en la zona de Pergamino, provincia de Buenos Aires, en 
donde previamente se analizó la comunidad diazotrófica potencial [121]. Se 
consideraron lotes bajo siembra directa, con situaciones de manejos diferentes, 
similares a los descriptos previamente, i) BPA, ii) PPA (soja), y un tercer ambiente 
NC. Además, de los distintos tratamientos se muestrearon dos profundidades de suelo 
0-10 y 10-20 cm.  
 El muestreo se realizó en Junio del 2012 y al momento del muestreo se 
encontraban los rastrojos correspondientes a la cosecha de soja. Dentro de cada 
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tratamiento se tomaron tres muestras de dos profundidades 0-10 cm y 10-20 cm, 
separadas por una distancia de al menos 50 m. Cada muestra de suelo no rizosférico 
se conformó por un pool de 4 submuestras. Las muestras fueron transportadas al 
laboratorio en hielo seco y la homogenización se realizó en el laboratorio. Las 
muestras se tamizaron a través de una malla de 1 mm para eliminar raíces, residuos 
vegetales y ayudar a romper los agregados. La extracción de los ácidos nucleícos se 
realizó el día posterior al muestreo y las muestras de suelo se conservaron -80 ºC. 
 
Tabla II.1. Sitios de colección de muestras de suelo y sus abreviaturas usados en este trabajo.  
Abreviatura  Lugar de muestreo del suelo Tratamiento agrícola* 
S1 CSD  Establecimiento productivo “La Estrella” Cultivado bajo siembra directa 
S1 NC  Establecimiento productivo “La Estrella” No cultivado 
S2 CSD  Establecimiento productivo “La Negrita” Cultivado bajo siembra directa 
S2 NC  Establecimiento productivo “La Negrita” No cultivado 
S3 CSD  Establecimiento productivo “Criadero Klein” Cultivado bajo siembra directa 
S3 NC  Establecimiento productivo “Criadero Klein" No cultivado 
S4 CSD  Unidad Experimental INTA Balcarce Cultivado bajo siembra directa 
S4 LC  Unidad Experimental INTA Balcarce Labranza convencional 
S4 NC  Unidad Experimental INTA Balcarce No cultivado 
S5 CSD BPA  Pergamino Cultivado bajo siembra directa y buenas prácticas agrícolas 
S5 CSD PPA  Pergamino Cultivado bajo siembra directa y pobres prácticas agrícolas 
S5 NC  Pergamino No cultivado 
S6 CSD BPA  Viale Cultivado bajo siembra directa y buenas prácticas agrícolas 
S6 CSD PPA  Viale Cultivado bajo siembra directa y pobres prácticas agrícolas 
S6 NC  Viale No cultivado 
* BPA, PPA y NC corresponden a suelos con buenas prácticas agrícolas, pobres prácticas agrícolas y no cultivado, 
respectivamente. 
Extracción de ADN, preparación de bibliotecas y secuenciación 
1. Procedimiento para la obtención de ADN metagenómico de suelo 
 Para la extracción del ADN total del suelo se utilizó un método de extracción 
directa, que presenta la ventaja de que los ácidos nucleicos obtenidos no depende de 
un paso previo de separación de los microorganismos de la matriz del suelo [1]. Por 
otro lado, la utilización de kits comerciales específicamente diseñados para esta tarea 
aporta mayor reproducibilidad y estandarización. Básicamente, la mayoría de estos 
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kits se basan en dos etapas: Comienzan con una ruptura mecánica-química de las 
células en el suelo, y luego la purificación del ADN con columnas de afinidad.  
Tabla II.2. Propiedades físicas y clasificación de los suelos de acuerdo al sitio–tratamiento agrícola. 
Los valores corresponden al promedio de tres mediciones para los suelos S1 a S4 y para los suelos S5 y 
S6 al promedio de las mediciones para cada submuestra. 
* S-Directa y Labranza C. corresponde respectivamente a siembra directa y labranza convencional. 
 La extracción de ADN de las muestras de los suelos S1 a S4 (10 gramos) se 
realizó con el kit comercial MaxSoil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc, 
CA, USA), tales extracciones fueron realizadas por el grupo liderado por el Dr. 
Martín Vázquez del consorcio SoilGene [59]. Para la extracción de ADN de los suelos 
S5 y S6 (0.25 gramos) utilizamos el kit FastDNA kit for soil (MP Biomedicals, Solon, 
OH, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para disminuir la co-extracción 
de compuestos que inhibitorios en las reacciones enzimáticas (ej. ácidos húmicos) 
durante la extracción de ácidos nucleicos [23], se realizó un paso adicional de 
purificación durante la extracción, utilizando polivinilpolipirrolidona PVPP. Este 
compuesto presenta la capacidad de retener compuestos húmicos y disminuir la 
cantidad de contaminantes en la solución final del ADN. El ADN se eluyó con buffer 
Tris 10 mM y se almacenó a -20°C para su posterior utilización. La concentración de 
ADN en cada muestra de suelo se estimó utilizando el equipo NanoDrop 2000 
Lugar de 
muestreo 
Parcela 
muestreada* 
Arcilla% Limo% Arena% Textura Clasificación del suelo 
LA ESTRELLA 
(S1) 
S-Directa 19.28          51.00             29.72 
Franco Argiudol típico 
No cultivado 22.28          49.00             28.72 
LA NEGRITA 
(S2) 
S-Directa 24.28          49.00             26.72 
Franco limoso Argiudol típico 
No cultivado 23.28          51.00             25.72 
CRIADERO 
KLEIN (S3) 
S-Directa 14.28          46.00             39.72 
Franco Argiudol típico 
No cultivado 20.28          42.00             37.42 
BALCARCE 
(S4) 
Labranza C. 15.33          33.33             51.33 
Franco 
Argiudol típico   
Paleudol petrocálcico 
S-Directa 15.67          40.33             44.00 
No cultivado 11.33          42.00             46.67 
PERGAMINO 
(S5) 
S-Directa BPA 22.8            60.2               16.9   
S-Directa PPA 21.1            64.3               14.6 Franco limoso Argiudol típico 
No cultivado 21.8            62.3               15.9   
VIALE (S6) 
S-Directa BPA 47.3            51.1               1.6 
Franco arcillo 
limoso 
 
S-Directa PPA 40.2            57.8               1.9 Vertisol 
No cultivado 41.6            56.7               1.7  
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(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) y la integridad del ADN se confirmó en gel 
de agarosa 0.8 %. 
Tabla II.3 Propiedades químicas de los suelos de acuerdo al sitio –tratamiento agrícola. Los 
valores corresponden al promedio de tres mediciones para los suelos S1 a S4 y para los suelos S5 y S6 
al promedio de las mediciones para cada submuestra. 
* S/Directa y Labranza C. corresponde respectivamente a siembra directa y labranza convencional 
** N/D corresponde a no disponible. 
2. Preparación de bibliotecas metagenómicas 
 La secuenciación masiva al azar (whole shotgun sequencing) de los 
metagenomas de suelo y la evaluación de la calidad de las lecturas fueron realizadas 
por el grupo liderado por el Dr. Martín Vázquez [59], [120]. Nosotros accedimos a las 
secuencias curadas para encarar los análisis bioinformáticos pertinentes. A 
continuación se describe brevemente la metodología usada en la preparación de las 
bibliotecas metagenómicas, su secuenciación, y evaluación de la calidad de las 
lecturas. 
 Las muestras utilizadas para la preparación de las bibliotecas para 
secuenciación masiva al azar se obtuvieron de 10 g de suelo y se construyeron a partir 
de 500 ng de ADN siguiendo las instrucciones del manual de Roche - FLX 454. Las 
Lugar de 
muestreo 
Parcela 
muestreada* 
pH Carbón% N% P (ppm) Nitratos (ppm)** Humedad% 
LA ESTRELLA 
(S1) 
S-Directa  6.1 2.6 0.2 8.3 44.3 22.0 
No cultivado  5.4 6.2 0.4 92.3 62.80 26.10 
LA NEGRITA 
(S2) 
S-Directa 5.6 2.7 0.2 11.6 43.00 23.7 
No cultivado  6.2 5.8 0.3 81.7 62.4 26.7 
CRIADERO 
KLEIN (S3) 
S-Directa  5.4 2.9 0.2 12.2 39.3 21.3 
No cultivado  5.9 3.6 0.22 31.8 52.30 21.80 
BALCARCE (S4) 
Labranza C. 5.2 5.6 0.2 26.8 11.2 29.0 
S- Directa 5.2 5.3 0.2 25.8 28.4 25.6 
No cultivado  5.6 5.6 0.3 12.4 40.17 34.30 
PERGAMINO 
(S5) 
S-Directa BPA 5.6 1.8 0.2 13.3 N/D 19.50 
S-Directa PPA 6.0 1.9 0.1 2.0 N/D 14.98 
No cultivado 5.8 3.0 0.3 4.7 N/D 26.65 
VIALE (S6) 
S-Directa BPA 6.5 3.6 0.3 20.4 N/D 19.83 
S-Directa PPA 5.9 2.7 0.2 36.3 N/D 9.92 
No cultivado 6.1 3.6 0.3 10.2 N/D 10.58 
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bibliotecas se amplificaron mediante la amplificación clonal a base de emulsión 
(emPCR), y se secuenciaron en un secuenciador Genome Sequencer FLX (Roche 
Applied Science) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, en INDEAR 
(Rosario, Prov. de Santa Fe, Argentina). Se utilizaron los siguientes manuales de 
Roche: Rapid Library Preparation Method Manual (Octubre de 2010) para 
preparación de las bibliotecas shotgun y emPCR Method Manual - Lib-A LV (Enero 
de 2010) para la captura de las perlas y la amplificación en emulsión. El 
procesamiento de datos crudos se realizó siguiendo los procedimientos estándar 
sugeridos por el fabricante. Para mayor información acerca de la preparación de las 
bibliotecas  ver los trabajos de Rascovan et al. 2013 y Carbonetto et al. 2014 [59], 
[120]  
3. Procesamiento de secuencias obtenidas por secuenciación masiva al azar 
 Los archivos output de la secuenciación masiva (extensión SFF) se cargaron 
en el servidor MG-RAST para el análisis y ejecución de algunos pasos adicionales de 
filtrado de calidad de las secuencias. Como se describe en el trabajo de Carbonetto et 
al. 2013 [120] se descartaron las lecturas que presentaron dos o más desviaciones 
estándar respecto del tamaño promedio de las lecturas. Para la remoción de los 
artefactos de secuenciación (duplicados técnicos) MG-RAST emplea una 
aproximación tipo k-mer para identificar los 20 caracteres idénticos prefijados en las 
secuencias [126]. 
 
Plataforma bioinformática para el análisis de datos metagenómicos de suelo 
1. Plataforma bioinformática MG-RAST 
 El servidor provee un análisis del tipo organigrama que permitió estimar en 
cada metagenoma la cantidad de categorías funcionales asignadas. Los subsistemas 
funcionales fueron inferidos mediante una búsqueda por similitud de secuencias 
contra la base de datos SEED (Seed Subsystems Annotation). El valor de corte (E 
value) establecido fue de 1e-5, con un alineamiento minino de 60 aminoácidos y un 
80% de identidad. Se adoptó el subsistema funcional con la mayor puntuación para 
anotar la secuencia incógnita (query). Para mayor información acerca de la asignación 
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de las lecturas a subsistemas funcionales se sugiere ver el apartado “Anotación 
funcional basada en la tecnología de subsistema” en el Capítulo III. En el entorno 
MG-RAST se calcularon también las curvas de rarefacción para el nivel de especie 
utilizando la anotación taxonómica de los subsistemas funcionales (base de datos 
SEED). 
2. Plataforma bioinformática MGX 
 La plataforma bioinformática MGX creada por el Centro de Biotecnología 
(CeBiTec) de la Universidad de Bielefeld es una facilidad brindada a los grupos de 
trabajo del CeBiTec. El uso de la plataforma nos fue factible por la colaboración con 
el grupo alemán dirigido por el Dr. Alfred Puhler en el marco de un Proyecto de 
Cooperación Bilateral entre MINCyT (Argentina) y DAAD (Alemania). El análisis in 
silico de los metagenomas consistió en una búsqueda por similaridad de las 
secuencias metagenómicas contra la base de datos de referencia construida 
específicamente para este trabajo y también contra la base de datos de EggNOG 
(versión 3.0), la cual se compone de 721,801 grupos ortólogos que cubren 1.133 
organismos en 41 rangos taxonómicos diferentes [127]. El algoritmo seleccionado fue 
BlastX versión 2.2.24+, E value 1e-20 y filtro para complejidad de secuencias 
desactivado (´- F F´). La mejor puntuación se usó para la anotación de la secuencia 
incógnita.  
 Para la construcción de una base robusta de datos de referencia, con 
secuencias de genes codificadores de enzimas claves del metabolismo del nitrógeno, 
se utilizó el reservorio de secuencias FunGene (Functional gene Pipeline & 
Repository) v6.1. Brevemente, Fungene consta de secuencias de familias de genes y 
proteínas (de ciclos biogeoquimícos, biodegradación, resistencia a antibióticos, 
marcadores filogenéticos, entre otros) de acceso público y actualización mensual 
[128]. Emplea una estrategia de análisis comparativa basada en modelos para 
construir la base de datos, permitiendo el estudio de la diversidad funcional y 
filogenética de familias de genes específicas. Esta estrategia se basa en el uso de 
HMMER3  (http://hmmer.org/) y modelos ocultos de Markov (HMM), la misma 
herramienta utilizada por Pfam para el estudio de homología de proteínas. Los HMMs 
se construyen a partir de alineamientos semillas de proteínas. La utilización de estos 
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modelos permite que se creen grupos de secuencias (obtenidas de GenBank), 
clasificadas y alineadas. 
 Los parámetros seleccionados para la creación de las base de datos 
personalizada para el análisis funcional de los metagenomas fueron: Score = 250 o 
más, largo de secuencia aminoacídica ˃ 200 y Evalue ˃ e-10. Se obtuvieron un total de 
17.000 secuencias descargadas de Fungene (http://fungene.cme.msu.edu) y 
correspondieron a los genes: -nifH y nifD para el estudio de la fijación de nitrógeno; - 
amoA para la nitrificación, - narG y - napA para la reducción de nitrato los genes, - 
nirA y - nirB para la reducción de nitrito y - nirK, - nirS, - norB y - nosZ para la 
desnitrificación (Tabla II.4)  
 Para realizar una comparación de las abundancias de los genes funcionales -
medida como número de secuencias asignadas- entre los metagenomas de suelos con 
y sin historia de manejo se normalizaron las abundancias por tamaño de datos con 
respecto al metagenoma que presentó el menor número de secuencias curadas que 
correspondió a S4 LC N= 684.967. Por otro lado, para la comparación de las 
abundancias relativas de cada categoría funcional dentro de un metagenoma se dividió 
el número de hits de cada categoría funcional (ejemplo categoría COG) por el número 
total de secuencias curadas en cada muestra. Para evaluar las significancia se utilizó la 
prueba de Student en el programa GraphPad Prism 5. 
Técnica molecular de tipo huella digital T-RFLP 
1. Amplificación del gen nifH 
 Las reacciones de PCR se hicieron por triplicado y en forma independiente por 
cada replica de al menos dos muestras de suelo (réplicas biológicas) por cada sitio-
tratamiento, y los amplicones de un mismo sitio-tratamiento se combinaron en una 
sola muestra que fue utilizada en la etapa de purificación del ADN en gel de agarosa.  
 Para la amplificación por PCR de los genes nifH se utilizó el protocolo de PCR 
anidada descripto por Yeager et al. 2004 [129]. Introdujimos una modificación menor 
que consistió en no diluir el producto de la primera amplificación para su uso como 
templado de  la segunda PCR. Se utilizaron cebadores específicos del gen nifH (Tabla 
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II.5) y se amplificó por PCR anidada una región de 359 pares de bases. Para la 
primera reacción de amplificación se utilizó el cebador directo 19F y el cebador 
reverso nifH3 en una concentración final de 10 µM. La mezcla de reacción en un 
volumen final de 25 uL fue: 200 µM de dNTP´s (Invitrogen), 2.5 mM de MgCl2 
(Promega), 10 µg de albumina sérica bovina o BSA (albúmina sérica bovina, 
Promega), 1.25 U de Go Taq Polimerasa (Promega) y 20 ng de ADN como molde. 
Tabla II.4. Genes seleccionados para el análisis funcional in silico del metabolismo nitrogenado en 
suelo. Las secuencias de referencia para cada uno de estos genes se obtuvieron del reservorio de 
secuencias FunGene. 
Gen (abreviatura) Enzima codificada Proceso metabólico 
nifH Dinitrogenasa reductasa Fijación de nitrógeno 
nifD Nitrogenasa cadena α Fijación de nitrógeno 
amoA Amonio monooxigenasa Nitrificación 
nirB Nitrito reductasa Reducción desasimilatoria de nitrito 
nirA Nitrito reductasa Reducción asimilativa de nitrito 
napA Nitrato reductasa periplásmica Denitrificación 
narG         Nitrato reductasa de membrana Denitrificación 
nirK Cu-nitrito reductasa Denitrificación 
nirS Citocromo Cd1-nitrito reductasa Denitrificación 
norB Óxido nítrico reductasa Denitrificación 
nosZ Óxido nitroso reductasa Denitrificación 
 
 Para la segunda PCR, se utilizó el cebador directo nifH11 marcado con 6-
carboxifluoresceina (5-FAM) y el cebador reverso nifH22. La composición y volumen 
de la mezcla de reacción, fueron  idénticos a la descripta anteriormente, excepto que 
contenía 2.0 mM MgCl2. Para la segunda PCR los parámetros de ciclado (Tabla II.6) 
fueron idénticos a la primera PCR, excepto que la temperatura de hibridación fue de 
55 °C y 32 ciclos de reacción. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 
GenePro BIOER. El análisis del resultado de la PCR se efectuó en geles de agarosa 
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1% (p/v) preparados con buffer TBE 0.5X y teñidos con bromuro de etidio. La 
electroforesis fue realizada aplicando 100 V durante 15 min (MiniRun GE-100) y 
luego los geles fueron visualizados en un transilumidor. 
 
Tabla II.5. Secuencia de los cebadores nifH utilizados en la PCR anidada. Los 4 cebadores utilizados 
fueron degenerados (Y= C/T; R= A/G; D= A/G/T; N= A/C/G/T; W=A/T; y I= inosina). Para la 
segunda PCR, el cebador nifH11 fue marcado con fluorescencia. 
 Secuencia Nombre Posicióna Deg.b        Ref.c 
1
er.
 
PCR 
GCIWTYTAY GGI AAR GGIGG  
ATR TTRTTNGCNGCRTA 
19F 
nifH3 
19-38 
494-478 
 128           [130] 
 128           [131] 
2
da.
 
PCR 
GAYCCNAAR GCNGACTC 
ADWGCC ATCATY TCRCC   
nifH11(5-FAM)       
nifH22 
118-134 
460-476     
 64             [129]     
 24             [129] 
a. La posición es relativa a la A. vinelandii nifH (GenBank ACCN # M20568) 
b. La degeneración se da como el número de oligonucleótidos que comprenden el cebador.  
c. Referencias bibliográficas en el que se describen los cebadores. 
 
2. Purificación del pool nifH 
 Se sembró en un gel preparativo de agarosa 1%, un volumen de 80 µl de cada 
muestra compuesta y se cortó la banda correspondiente al tamaño nifH (359 pb). 
Posteriormente, para la purificaron de los ácidos nucleicos del taco de agarosa se 
utilizó el kit comercial NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel) y los ácidos 
nucleicos se eluyeron en un volumen final de 30 µl.  
3. Digestión del ADN-nifH con endonucleasas 
 Para identificar polimorfismos en la secuencia de gen nifH, se realizaron 
digestiones con las endonucleasas MspI y HaeIII (con secuencia de reconocimiento de 
corte de 4 pb). Las condiciones de restricción en un volumen final de 20 µl fueron las 
siguientes: Buffer B (Promega) 1X, MspI o HaeIII (Promega) 2.5U, BSA (Promega) 
1X y 200 ng de ADN. El ADN fue el producto PCR marcado y purificado. La mezcla 
de reacción fue incubada a 37°C durante toda la noche. 
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Tabla II.6. PCR del gen nifH. Condiciones de ciclado utilizadas para amplificar un fragmento del  gen 
nifH. 
Condiciones de ciclado 
 Temperatura  (°C) Tiempo  
Desnaturalización inicial 95 5 min. 
Desnaturalización 94 45 seg. 
Hibridación 48 (1
er.
 PCR) / 55 (2
da.
 PCR)  1 min. 
Extensión 72 1 min 
Extensión final 72 10 min 
4. Purificación de los productos de restricción nifH 
 La inyección de muestras ADN en la electroforesis capilar puede realizarse 
por dos métodos. Una es la inyección hidrodinámica que requiere una diferencia de 
presión sobre el capilar; y la otra alternativa es la denominada inyección 
electrocinética. Esta última tecnología utiliza una combinación de electroforesis y 
electroendosmosis, por lo que la presencia de iones puede interferir con la toma del 
ADN, debido a una inyección preferencial de moléculas de mayor carga-tamaño (ej. 
Iones Cl-). Dado que en el presente trabajo la inyección de las muestras fue del tipo 
electrocinética, fue necesario desalar previamente las muestras conteniendo los 
productos de digestión. Con este propósito se utilizó el kit comercial Quiaquick 
Nucleotide Removal Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
5. Resolución de los fragmentos de restricción terminales del gen nifH por 
electroforesis capilar en secuenciador automático 
La detección y cuantificación de los fragmentos de restricción terminales (T-
RFs) se realizó en un secuenciador automático de 16 capilares modelo ABI3130XL de 
Applied Biosystems. Características de la inyección: El tiempo fue de 15 seg., el 
voltaje de 1,6 kV; y el tiempo de corrida fue de 30 min. En cada corrida capilar 
además de las  muestras se inyectó el marcador de tamaño GS500 (-250). Las corridas 
de electroforesis capilar fueron llevadas a cabo en la Unidad de Genómica, Instituto 
de Biotecnología, INTA Castelar. 
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6. Análisis de los perfiles T-RFLP con el Programa PeakScannerTM v1.0 
 Los datos generados a partir de la electroforesis capilar en secuenciador 
automático se analizaron mediante el software gratuito PeakScannerTM v1.0, con el 
cual fue posible evaluar la calidad de corrida de los perfiles T-RFLP.  
 Se realizó un análisis preliminar de fragmentos de restricción terminal de 
ADN, que permite separar una mezcla de fragmentos de restricción de acuerdo a sus 
tamaños y proporcionar un perfil de la separación (eletroferograma). Además, con 
este programa es posible calcular con precisión los tamaños de los fragmentos al 
compararlos con un control interno de tamaño inyectado en combinación con las 
muestras. Por lo tanto, con el programa PeakScannerTM v1.0 se visualizó, editó y 
exportaron los datos de análisis de fragmentos en un formato tab-delimitado los cuales 
fueron examinados en el entorno de Excel (Microsoft office).  
7. Alineamiento de los perfiles T-RFLP con la herramienta T-Align 
 Se utilizó la herramienta T-Align disponible en la red y de acceso gratuito para 
comparar los diversos perfiles de T-RFLP y las abundancias de los T-RFs [132]. Los 
T-RFs se estandarizaron de acuerdo a lo descripto por Smith et al. 2005 [132]. En una 
primera instancia se eliminaron los picos no consistentes entre réplicas técnicas (picos 
espurios o pseudo T-RFs) generando un perfil único de consenso para cada muestra. 
Seguidamente, se compararon los perfiles consenso que representaban diferentes 
comunidades para generar una lista en la cual se detallan si un fragmento de 
restricción terminal está presente en una muestra particular y su intensidad de 
fluorescencia relativa. Los T-RFs cuyos tamaño difirieron en 1 pb o menos fueron 
considerados idénticos y fueron  alineados por el algoritmo media móvil (moving 
average algorithm).  
 Brevemente se describe como fueron  alineados los perfiles T-RFLP. Para el 
alineamiento entre los perfiles réplica de una muestra en particular, se aplica el 
algoritmo media móvil (moving average). En primera instancia se selecciona el T-RF 
de menor tamaño y se lo marca como “usado”, subsecuentemente se busca en los 
otros perfiles réplica de la muestra los T-RFs que presenten una tamaño mayor de 
hasta 1 pb respecto del T-RF marcado. Cada perfil solo puede contribuir con un único 
T-RF para el alineamiento general, y se determina el tamaño promedio de los T-RFs 
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identificados de esta manera. Aquellos perfiles réplica que no hayan contribuido con 
un T-RF en la búsqueda inicial son examinados nuevamente en la búsqueda de T-RFs 
cuyos tamaños se encuentren dentro de +/-1 pb del tamaño promedio del T-RF 
previamente definido. Si en esta búsqueda se identifica un nuevo T-RF el proceso de 
búsqueda se repite utilizando otro tamaño promedio de T-RF. Todos los T-RFs 
utilizados en este promedio se marcan como “usados”. Sin embargo, si no se 
encuentra un T-RF en esta búsqueda, se repite el proceso con el T-RF de menor 
tamaño “no usado” entre todos los perfiles réplica. Como resultado se obtiene un 
perfil alineado que contiene el tamaño promedio de todos los T-RFs hallados con este 
algoritmo. Para la construcción del perfil consenso de cada muestra, todos los T-RFs 
de los perfiles réplica fueron marcados nuevamente como no “usados”. Comenzando 
con el T-RF de menor tamaño, cada T-RF en todos los perfiles réplica de la muestra 
se compararon con el primer T-RF del perfil alineado generado previamente. El T-RF 
más pequeño en cada perfil réplica con  un tamaño ± 1 pb respecto del T-RF del perfil 
alineado se marca como “usado”. Únicamente, si se encuentra un T-RF match 
presente en cada uno de los perfiles réplica, este será retenido en el perfil consenso 
final y la fluorescencia del pico (su abundancia) de cada T-RF réplica match se 
utilizará para calcular el promedio de la fluorescencia de tal T-RF consenso. Esto 
resulta en un perfil consenso que contiene únicamente los T-RFs que detectados en 
todos los perfiles de las réplicas con su correspondiente área de pico promedio. 
Seguidamente, se normalizan las áreas de los picos, cada valor representa el  
porcentaje del total de la fluorescencia. Mayor información sobre el algoritmo moving 
average puede encontrarse en el manual de aplicaciones de T-Align en 
http://inismor.ucd.ie/~talign/. 
Extracción de ARN de muestras de suelo y RT-PCR nifH 
 El ARN total fue extraído a partir de 2 g de suelo de dos réplicas biológicas, 
utilizando el kit comercial RNA PowerSoil® Total RNA Isolation de MoBio (MO BIO 
Laboratories, Inc, CA, USA). En el protocolo usado se introdujeron las siguientes 
modificaciones: i) se extendió el tiempo de agitación con vórtex a 20 minutos durante 
la homogenización y lisis celular y ii) la precipitación del ARN se realizó durante toda 
la noche a -20°C. Con el objetivo de aumentar el rendimiento de ARN por muestra, en 
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la etapa final de elución del ARN de la columna, se cargaron en una única columna a 
los dos volúmenes de solución de ARN provenientes de las preparaciones a partir de 
ambas replicas biológicas. Después de la purificación del ARN, fue tratado con 
DnasaI Amplification Grade (InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA) para eliminar el 
ADN residual, y su calidad y concentración se evaluaron en una electroforesis en gel 
de agarosa y por  espectrometría UV utilizando el instrumento NanoDrop 2000 
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). El ADNc se sintetizó a partir de 200 ng de 
ARN con la transcriptasa reversa 5X SuperScript III Reverse Transcriptase 
(InvitrogenTM, Carlsbad, CA), 2 pM nifH3 [131] y el resto de los reactivos según las 
instrucciones del fabricante. El volumen final en la reacción fue 20 µl. La temperatura 
de hibridación fue 55 ºC. 
1. Generación de amplicones ADNc-nifH para pirosecuenciación  
 En trabajos previos se ha informado que los niveles de expresión nifH en 
suelos son relativamente bajos, lo cual fue tenido en cuenta para este estudio [110], 
[133]. Con el propósito de aumentar la sensibilidad de detección de secuencias 
ARNm- nifH, se utilizó la RT-PCR propuesta por Yeager et al. 2004 [129], 
consistente en una opción de PCR de tipo anidada. Brevemente, en la primera PCR se 
utilizó como molde 2 µl de ADNc-nifH y los cebadores 19F [134] y nifH3 [131]. En 
la segunda PCR se tomaron 2 µl de la primera PCR y los cebadores nifH11 y nifH22 
[129] modificados con los adaptadores para la pirosecuenciación (remarcado en 
negritas) TAG-nifHf 5´CACGACGTTGTAAAACGAC GAY CCN AAR GCN 
GAC TC 3´ y TAG-nifHr 5´CAGGAAACAGCTATGACC ADW GCC ATC ATY 
TCR CC 3´. Se amplificó utilizando 1.25U de GoTaq Polimerasa (Promega, Madison, 
WI, USA). 
 Se realizaron ensayos para evaluar en el ARN la posible contaminación con 
ADN residual, consistentes en reacciones de PCR anidada a sub-muestras de ARN 
previas al tratamiento con la transcriptasa reversa y además con la reacción RT-PCR a 
las muestras de ARN tratadas con RNasa A (Promega).  
 Con el propósito de disminuir el posible sesgo que podría tener lugar en la 
PCR anidada, se realizaron por triplicado las amplificaciones PCR para cada muestra. 
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Después de la segunda PCR, los amplicones de las tres repeticiones de una misma 
muestra  fueron combinados en una único pool de amplicones. La muestra de ADN-
amplicones (80 µl) fue sembrada en un gel preparativo de agarosa 1% para separar el 
ADN a partir de la banda correspondiente a nifH de 359 pb. Esta etapa de separación 
fue necesario dado que se observó la co-amplificación de una banda tenue de 
aproximadamente 900 pb, que fuera descripta anteriormente [135]. Se purificó el 
ADN nifH del taco de agarosa con el kit comercial NucleoSpin® Extract II 
(Macherey-Nagel) y el ADN eluido en un volumen final de 30 µl. Los amplicones de 
las réplicas fueron combinados en cantidades equimolares en una única muestra antes 
del marcado con las secuencias identificadoras (barcodes), lo que resultó en 6 
librerías independientes que fueron secuenciadas con la tecnología GS FLX 454 en la 
Unidad de Genómica y Bioinformática, INDEAR, Rosario. 
2. Procesamiento y asignación taxonómica de las secuencias ADNc-nifH 
 El procesamiento de las secuencias primarias se llevó a cabo utilizando las 
herramientas de la plataforma Mothur [72]. Se eliminaron de la base de datos a las 
lecturas que no cumplieran con los siguientes criterios: - tamaño entre 300 y 360 pb; - 
diferencia en la secuencia (mismatch) del barcode; - más de dos mismtach en región 
de la secuencia correspondiente a los cebadores; - homopolímeros de más de 8 bp y - 
un promedio de calidad de lectura menor o igual a 25. Con el mismo software se 
eliminaran las secuencias que presentaron quimeras mediante el método UCHIME 
[136]. Los corrimientos en los marcos de lectura (frameshift) fueron detectados con el 
programa Framebot (RDP, Ribosomal Database Project) usando el perfil Hidden 
Markov Model (HMM) Fer4_NifH_fs.hmm como referencia [52]. Mediante este 
programa también obtuvimos las secuencias aminoacídicas de nifH que fueron 
agrupadas en unidades taxonómicas operativas (OTUs) usando el programa CD-HIT 
con un 98% de similitud a nivel de aminoácidos [71]. Se adoptó este umbral de 
semejanza, considerando el grado alto de similitud de secuencia a nivel de especie que 
generalmente presentan los genes codificadores de proteínas [137]. 
 Para reducir aún más los potenciales errores asociados a la pirosecuenciación, 
seleccionamos para los futuros análisis a aquellos OTUs con representación de al 
menos tres secuencias en la base de datos curada. La abundancia relativa de las 
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secuencias de los OTUs se normalizó  mediante el denominado método subsampling 
descripto en Mothur (http://www.mothur.org/wiki/Normalize.shared) previo a los 
análisis comparativos. Los OTUs compartidos entre los distintos tratamientos y 
profundidad de suelo se visualizaron con  diagramas de Venn, construidos en el 
entorno Mothur (http://www.mothur.org/wiki/Venn). Se alinearon las secuencias 
representativas de cada OTU s utilizando como referencia el perfil Hidden Markov 
Model (HMM) Fer4_NifH_fs.hmm en el entorno ARB [75]. Los alineamientos fueron 
examinados manualmente, excluyendo las secuencias que presentaron regiones con un 
alineamiento ambiguo en los conocidos dominios altamente conservados del gen. 
Finalmente, la asignación taxonómica y las relaciones filogenéticas de los OTUs 
fueron realizadas mediante la construcción de árboles filogenéticos con la secuencia 
aminoacídica representativa de cada OTU e incluyendo también a secuencias nifH de 
la base de referencia de Zehr et al. 2003 [138]. Se aplicó el análisis de Neighbour-
joining (con corrección de Kimura) usando el programa ARB.  
3. Comparación de las base de datos ADN-nifH y ADNc-nifH  
 Para la comparación de ambas comunidades diazotroficas, la potencial y la 
activa, se realizó un agrupamiento en OTUs, de las secuencias aminoacídicas de 
ambas bases de datos nifH (ADN y ADNc) con el  valor de cutoff del 98%. Los OTUs 
representados con al menos tres secuencias fueron seleccionados para los análisis 
siguientes usando la metodología descripta en el la sección precedente. Se llevó a 
cabo la asignación taxonómica de los OTUs mediante arboles de filogenia en el 
entorno de ARB. 
PCR cuantitativa (qPCR) de grupos específicos de nifH 
1. Diseño de cebadores específicos para taxones 
 El diseño de los cebadores para el OTU 755 con clasificación taxonómica 1B 
y para los 6 OTUs agrupados en el subcluster 1A (22, 8, 27, 380,488 y 53), se llevó a 
cabo mediante una primera etapa de comparación de todas las secuencias agrupadas 
por similitud dentro de  cada uno de los OTUs y la identificación  de regiones 
conservadas entre las secuencias, utilizando el programa Jalview. Se adoptó el valor 
umbral de 95% como el porcentaje de similitud consenso entre las distintas posiciones 
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nucleotídicas. Se utilizó la herramienta OligoAnalyzer para evaluar los siguientes 
parámetros: el contenido de GC, la temperatura de melting, formación de dímeros y 
bucles internos (hairpins), disponible en el portal IDT DNA 
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). El análisis in silico de especificidad de los 
cebadores se realizó por comparación con la base de datos pública NCBI, mientras 
que experimentalmente se los evaluó mediante PCR utilizando como templado  el 
ADN de bacterias diazotróficas filogenéticamente alejadas de Nostoc y Geobacter 
respectivamente, y las condiciones de ciclado utilizadas en la qPCR que se describen 
a continuación. Las secuencias de los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 
II.8. 
2. Condición de reacción de la qPCR  
 Se cuantificó la abundancia relativa de estos taxones de nifH en el ADN de 
suelo, mediante qPCR. La composición de la mezcla de reacción qPCR fue: 10 ng de 
ADN de suelo, 0.8 µl de cada cebador (5 µM), 10 µl de la mezcla 2X SYBER Green 
iCycler iQ (Bio-Rad), y agua destilada ultra pura hasta un volumen final de 20 µl. La 
reacción se llevó a cabo en el termociclador Applied Biosystem 7500 real-time PCR 
system (Applied Biosystems). El programa de ciclado consistió en: 10 min a 95°C, 
seguido de 40 ciclos que consistieron en -15 seg. a 95°C, -20 seg. a 60°C (grupo 
1B)/58 °C (grupo 1A) y -20 seg. a 72 °C. La fluorescencia se midió al final de cada 
ciclo. Para normalizar los niveles nifH en las diferentes muestras se utilizó el nivel de  
ARNr 16S para lo cual se amplificó con los cebadores universales para bacterias 
338F-518R [139]. Para el cálculo de los niveles relativos de nifH se utilizó la 
herramienta GENORM (http://medgen.ugent.be/∼jvdesomp/genorm/). Todas las 
reacciones de PCR se corrieron por duplicado. Se analizó la curva de melting de cada 
corrida qPCR para asegurar el desarrollo correcto del ciclo de amplificación. 
Estimación de la diversidad 
 La diversidad de la comunidad diazotrófica activa (α diversidad) en cada una 
de las muestras tratamiento-profundidad de Pergamino fue evaluada mediante las 
curvas de rarefacción utilizando el método de re-muestreo sin reemplazo comprendido 
en el entorno Mothur. Los índices de riqueza Chao1 y de diversidad Shannon-Wiener 
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(H′) se calcularon a partir de la matriz de los OTUs con abundancias normalizadas 
usando el programa de libre acceso PAST3 [140]. Para el análisis comparativo de la 
composición entre muestras (β diversidad) se aplicó la medida de disimilitud Bray-
Curtis que tiene en cuenta tanto la ausencia como la presencia de OTUs [76] usando 
el programa PAST3. La distancia weighted UniFrac mide la distancia filogenética 
entre par de OTUs como la fracción del largo de la rama del árbol que lleva al 
descendiente de una muestra o de la de otra, pero no de ambas. 
 
Tabla II.8. Cebadores utilizados en la qPCR.  
Cebador Blanco 
Sublcluster 
nifH 
Secuencia (5’–3’) 
Tamaño de 
amplicón (pb) 
Cyano 
FW 
Cyano 
Rev 
OTU 755 
 
OTU 755 
1B 
 
1B 
TGG TAT CAT CAC CGC CAT CAA CTT C 
 
GAA TTG GCA TAG CGA AAC CAC CG 
116 
Geo Fw OTUs 22,8,27,380,488 y 53 1A GCC AAR GCG CAG AAT ACG GT              314* 
* Tamaño esperado de amplicón con el cebador reverso nifH2 [141]. 
 
 La versión weighted del algoritmo tiene en cuenta, además, las abundancias de 
OTUs en el cálculo de las distancias (http://unifrac.colorado.edu/). Las matrices de 
diversidad beta, tanto basadas en UniFrac como en Bray Curtis, se utilizaron para el 
Análisis de Coordenadas Principales (PCoA) en PAST3. La significancia estadística 
de la similitud entre las comunidades fue evaluada con el test estadístico weighted 
UniFrac. Para determinar la significancia de diversidad y riqueza entre las distintas 
muestras tratamiento–profundidad se aplicaron los tests no paramétricos ANOSIM 
[142] del paquete estadístico InfoStat versión 2016 [143]. 
Análisis Multivariados 
 En el presente trabajo hemos seleccionado algunos de los métodos del análisis 
multivariante, los cuales nos permitieron realizar representaciones gráficas, 
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cuantificar la asociación entre individuos y clasificar respecto a un conjunto de 
variables observadas, tanto cuantitativas como cualitativas.  
 A modo de resumen se presentan en la Tabla II.7 los diferentes criterios 
utilizados en este trabajo para ordenación y clasificación, y dentro de los primeros 
agrupamos de acuerdo al tipo de variable y medida de distancia asociada. Para llevar a 
cabo los métodos de análisis multivariante utilizamos el programa PAST3. A 
continuación se describen los sistemas de análisis y sus características y propiedades  
usados en el tratamiento de los datos de secuencias. 
a. Métodos de Ordenación 
 Para el análisis de ordenación se utilizó la medida de distancia de Bray-Curtis. 
Brevemente, en general el objetivo de un análisis de ordenamiento es representar en 
un número reducido de ejes ortogonales, los datos multivariados provenientes de 
múltiples variables de una misma muestra tales, como la abundancia de OTUs y la 
distancia ecológica entre comunidades, [144]. En el gráfico de ordenamiento los 
puntos que representan a las muestras se ubican en forma tal que las distancias entre 
ellos representan la distancia ecológica entre las comunidades muestreadas [79]. 
  Por otro lado, así como el análisis de componentes principales es adecuado 
para variables cuantitativas, cuando las variables son cualitativas resulta más 
apropiado aplicar un tipo de análisis diferente, tal como el de coordenadas principales 
[145]. El objetivo del análisis de coordenadas principales es llegar a una 
representación geométrica de los n individuos a través de una medida de distancia que 
respete la estructura de similaridad definida por la matriz de similaridad S. El análisis 
de coordenadas principales no es más que un análisis de componentes principales 
aplicado a una tabla de datos compatibles con la distancia d2 ij = sii + sjj - 2 sij. Pero, 
aquí el sistema de ejes no representa direcciones dado el carácter cualitativo de las 
variables originales.  
 Las escalas multidimensionales MDS -en el presente trabajo utilizamos en 
particular MDS no métricas que abreviaremos NMDS- es un método de ordenación 
robusto que nos permite representar, la (dis)similitud entre pares de objetos en un 
espacio métrico de pocas dimensiones, con el mayor grado de confianza posible 
[146]. Se puede utilizar cualquier de los coeficientes conocidos de disimilitud o 
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medida de distancia para construir la matriz a utilizar como “input” del análisis 
NMDS. 
b. Métodos de clasificación 
 El análisis de conglomerado jerárquico presenta un enfoque algorítmico para 
identificar grupos discretos con diversos grados de (dis)similitud en una base de datos 
representada por una matriz de (dis)similitud. En este trabajo se realizaron los análisis 
de conglomerado mediante el método de agrupamiento UPGMA aplicando la medida 
de distancia de Bray-Curtis. Brevemente, los grupos son jerárquicamente organizados 
a medida que el algoritmo de agrupación avanza y pueden ser representados con un 
dendrograma. Los dendrogramas indican como se asocian los individuos/parámetros 
objeto del análisis a medida que disminuye el grado de semejanza entre ellos. Estos 
árboles generalmente van acompañado por un eje que indica la distancia y/o 
similaridad a la que se han producido las diferentes uniones \denominado índice de 
jerarquía. En las publicaciones de Culman et al. 2008 y Ramette et al. 2007 [146], 
[147] se encuentra una revisión más amplia de los métodos del análisis multivariante 
que son utilizados en estudios de ecología microbiana. 
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Tabla II.7. Métodos del Análisis Multivariado 
Métodos de 
Ordenación 
Variables Cuantitativas Distancia Euclídea 
Análisis de 
Componentes 
Principales (PCA) 
Variables Cualitativas Índices de Similaridad 
Análisis de Coordenadas 
Principales (PCoA) 
Variables Cualitativas Indices de Disimilitud 
Análisis de Proximidades 
(NMDS o Escalas 
Multidimensionales No 
métricas) 
Métodos de 
Clasificación 
Variables Cuantitativas o 
Cualitativas 
Indices de distancia o 
similaridad 
Análisis de 
conglomerados (Clúster) 
Jerárquico 
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Introducción 
 El avance en el uso de metodologías basadas en la secuenciación de ácidos 
nucleicos aislados de muestras ambientales, ha generado un importante volumen de 
datos provocando un gran avance en los estudios de ecología microbiana. 
Principalmente, estas técnicas se basan en el análisis de marcadores moleculares tales 
como el perfil de ácidos grasos de fosfolípidos (PLFA) y ácidos nucleicos (ADN y 
ARN), los cuales se encuentran presentes en todas las células y su extracción no 
requiere al cultivo. La utilización de estas técnicas permite determinar la composición 
de las comunidades microbianas en general, y además cuantificar la abundancia de 
microorganismos específicos. Los estudios pioneros de la complejidad microbiana de 
suelos, realizados por Torsvik y colaboradores utilizando técnicas de reasociación de 
ADN, revelaron que la diversidad genética es relativamente muy grande y así el 
número de genomas bacterianos diferentes estimados en una muestra de suelo forestal 
es de unos 4.000, en comparación con la diversidad genética de bacterias aisladas de 
cultivo a partir de la misma muestra (unas 200 veces menor) [148]. En otros estudios 
sobre muestras de suelo realizados por el mismo autor, la diversidad genómica fue 
incluso superior (8.000–10.000 genomas diferentes) [9]. 
 El alto nivel de diversidad relativo de la comunidad microbiana que ha sido 
estimada para el hábitat suelo, ha despertado el interés en laboratorios de todo el 
mundo en descifrar la estructura y diversidad poblacional de las comunidades 
microbianas asociadas a este ambiente. Hasta hace pocos años el proceso adoptado 
para revelar microorganismos, descubrir nuevas especies, y más aún determinar la 
estructura poblacional de un nicho ambiental, se limitaba al uso de procedimientos 
experimentales consistente en general, en la incubación de una alícuota de la muestra 
ambiental en diferentes medios de cultivo tanto generales como específicos. Se 
disponía de material vivo para encarar su identificación y caracterización morfológica 
y fisiológica, y eventualmente lograr su identificación taxonómica. En los 
casos/intentos en que los ensayos de aislamiento y cultivación lograran reunir las 
condiciones de incubación (ej. temperatura, pH, presencia o ausencia de oxígeno, etc.)  
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y además se contara con el medio de cultivo que satisfaciera los requerimiento para la 
multiplicación celular. Esta estrategia clásica -relativamente económica- ha sido muy 
eficiente en el descubrimiento de microorganismos y sus actividades metabólicas, 
tales como los microorganismos del suelo productores de antibióticos y de otros 
procesos que han sido derivados a aplicaciones tecnológicas. 
 Actualmente, con el uso de tecnologías de secuenciación masiva y profunda 
tales como la pirosecuenciación, se ha acumulado elevada información a partir de los 
ácidos nucleicos presentes en muestras ambientales. En particular, con la 
amplificación del gen marcador de filogenia como el codificante para la subunidad 
ribosomal ARNr 16S o de algún gen marcador de función biogeoquímica específica a 
partir del ADN ambiental, se ha demostrado la riqueza extraordinaria de tipos 
filogenéticos y capacidades metabólicas en muchos hábitats microbianos [45], [46], 
[149], [150]. El estudio global de los genomas de todos los microorganimos presentes 
en una comunidad se denomina metagenómica [60]. Mediante la secuenciación 
masiva al azar “whole genome shotgun sequencing” (WGS) se ha logrado de una base 
de datos metagenómicos cuantitativamente sustancioso de varios ambientes tales 
como suelos, océanos, intestinos de insectos entre otros [62], [64], [120], [151], [152] 
la cual nos es accesible para su análisis. El volumen de información generado en estos 
tipos de estudios masivos ofrece la posibilidad de su uso para encarar estudios 
ecológicos particulares. La literatura muestra diversos reportes que ilustran sobre las 
contribuciones de aplicar este enfoque al conocimiento de la estructura poblacional y 
funcionalidad de las comunidades microbianas en ambientes naturales [24], [61], 
[135], [153]. 
 Uno de los desafíos importantes que aparece en los estudios metagenómicos es 
aquel asociado con el análisis de un número muy grande de datos. Además, 
comprende al elevado número de secuencias, la heterogeneidad genómica, secuencias 
incompletas, lecturas cortas, elevado polimorfismo y abundancias relativas 
(comunidades simples vs. complejas). El análisis de esos datos, desde los datos 
primarios hasta las comparaciones de metagenomas, determina la necesidad de 
disponer de sistemas y herramientas computacionales apropiadas y eficientes, las 
cuales en su conjunto se las reconoce como plataformas bioinformáticas.  
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 Se encuentran disponibles diversas plataformas bioinformáticas para la carga 
de datos primarios y procesamiento de metagenomas y muchas son de acceso libre. 
Cada plataforma presenta sus protocolos de trabajo propios y diversas opciones de 
análisis bioinformático. Algunas son el producto parcial de proyectos de análisis 
metagenómicos encarados por consorcios de varios investigadores. En particular, 
algunas proveen de herramientas para el control de calidad, anotación, análisis 
comparativo y archivo de datos metagenómicos. A su vez, otras de las herramientas 
de análisis facilitan las reconstrucciones filogenéticas y metabólicas en los 
metagenomas. A título ilustrativo se puede mencionar a las siguientes plataformas: -
MG-RAST [126], , -IMG/M [154], -CAMERA [155] -MEGAN [156], -MGX 
(facilidad computacional diseñada por de la Universidad de Bielefeld, Alemania), 
entre otras. 
 Considerando el papel protagónico de las comunidades microbianas en las 
transformaciones biogeoquímicas, Konopka et al. 2009 sostiene que avanzar hacia un 
entendimiento más profundo de su dinámica es crítico para refinar las predicciones 
sobre cómo la biosfera modula y responde a variaciones ambientales [14]. A un nivel 
más básico, la comprensión de la estructura y funcionalidad de las comunidades 
microbianas naturales contribuiría a una mejoría en nuestro conocimiento sobre el 
funcionamiento de los ecosistemas, aspecto que representa uno de los mayores 
desafíos en la ecología microbiana del siglo XXI [157].  
 En resumen, con la metagenómica se ha estudiado la diversidad taxonómica y 
metabólica en diversos suelos sujetos a efectos de distintos fenómenos sobre las 
comunidades microbianas, entre ellos: cambios de clima, manejos agrícolas, efecto 
invernadero, etc. [59], [152], [158], [159]. En la actualidad se encuentran en 
desarrollo varios proyectos internacionales analizando la biodiversidad de suelos, 
mediante la utilización de herramientas de última generación. El proyecto llevado a 
cabo por el consorcio SoilGene, presentó dos objetivos principales 1- evaluar el 
impacto de la agricultura sobre ecosistemas agrícolas típicos de la Región Pampeana, 
con un enfoque en el estudio de los procesos biológicos y diversidad microbiana de 
suelos, y 2- generar una base de datos metagenómicos de suelos de Argentina y 
generar un set de datos para la bioprospección de enzimas de interés biotecnológico. 
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Dichos datos metagenómicos fueron utilizados en esta tesis para realizar el análisis in 
silico de las comunidades microbianas involucradas en el ciclo del nitrógeno en suelos 
bajo distinto uso de la Región Pampeana Argentina.  
- Breve descripción de las plataformas informáticas usadas para análisis de 
metagenomas de suelo 
a. Plataforma MG-RAST 
 El servidor MG-RAST v.3.1 (Metagenomics Rapid Annotation using 
Subsystem Technology) es un servidor de acceso público que ha sido creado con el 
objetivo de proveer un sistema de alto rendimiento para el análisis de datos 
metagenómicos resultantes de secuenciación masiva (Meyer et al. 2008). Este 
servidor, se basa en el concepto de subsistemas y los datos establecidos por los 
equipos FIG (Fellowship for Interpretation of Genomes) y NMPDR (The National 
Microbial Pathogen Database Resource) lanzando la primera versión de la 
plataforma bioinformática en el año 2007. Este sitio/servidor se ha enriquecido en el 
curso de años y el desarrollo de proyectos, y actualmente, posee más de 12.000 
usuarios registrados, y alrededor de 189.835 metagenomas. Además, y muy 
importante, esta plataforma permite a los usuarios la carga de sus propios datos de 
metagenomas para un análisis automatizado (control de calidad, anotación, análisis 
comparativo, etc.). También la plataforma MG-RAST permite el almacenamiento de 
datos metagenómicos. 
 A continuación se describe brevemente las etapas comprendidas en el proceso 
de un análisis clásico usando MG-RAST. Como se muestra en la Figura III.1, en 
primera instancia se realiza el procesamiento de las lecturas resultantes de la 
secuenciación, eliminándose aquellas secuencias que no cumplan con determinados 
niveles de calidad y también se descartan otras que representan artefactos generados 
en la secuenciación. Cabe mencionar que en el presente trabajo nos referiremos a la 
curación de datos, como el procedimiento mediante el cual las secuencias generadas 
por secuenciación masiva son sometidos a pasos de filtrado de calidad (largo de 
secuencia, presencia de homopolímeros, ambigüedad de bases, etc.) obteniéndose una 
base de datos altamente confiable denominada base de datos curada. 
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Figura III.1. Esquema del flujo de trabajo implementado en la plataforma MG-RAST. Se 
muestran  las principales etapas de procesamiento de datos. Esta figura es una adaptación de su versión 
original Meyer et al. 2008 [126]. 
 El MG-RAST presenta por defecto valores establecidos para los diversos 
parámetros de curado de los datos, los cuales a su vez pueden ser modificados por el 
usuario. Seguidamente, el servidor desarrolla en varios pasos diferentes tareas tales 
como la normalización, en donde se remueven secuencias exactamente iguales 
(secuencias duplicadas) generando la rotulación de cada lectura con IDs internos 
únicos, y encara la búsqueda de potenciales genes codificadores de proteínas 
(conocido en inglés como PEGs potential protein codings genes). Esto último se lleva 
a cabo a través del empleo del algoritmo BLAT contra la base de datos no redundante 
del MG-RAST denominada M5NR. Esta base de datos no redundante representa a su 
vez la integración de otras  bases de datos que experimentan actualizaciones 
continuadas, tales como: GO (Gene Ontology), Greengenes (16S rRNA Gene 
Database), JGI (Joint Genome Institute), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Gene and 
Genomes), NCBI (National Center for Biotechnology Information), RDP (Ribosomal 
Database Project), SEED (Seed Subsystems Annotation), SILVA (SILVA rRNA 
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Database Project), UniProt (UniProt Knowledgebase), VBI (Virginia Bioinformatics 
Institute) y eggNOG (Non-supervised Orthologous Groups).  
 Es posible asumir como un resultado, que muchos de los genes en los 
metagenomas no encontrarán correspondencia alguna en la base de datos, ya que los 
mismos no se encuentran aún anotados en alguna de las diversas bases de datos 
(principalmente por la limitación de cultivo de varios microorganismos), y por lo 
tanto genes putativos no podrían ser hallados o identificados por búsquedas basadas 
en homología de secuencias contra bases de datos de referencia. Además, se disponen 
de otros métodos para predecir ORFs (Open Reading Frame) comprendidos en 
diferentes herramientas como MetaGene [160] y GeneMark [161] que se basan en 
modelos probabilísticos para evaluar las probabilidades de ocurrencia de regiones 
codificantes en  ciertas regiones de las secuencias de ADN. Se identifican dos grandes 
limitaciones para la predicción de genes en la colección de datos primarios/lecturas 
generadas por la pirosecuenciación. Por un lado, el tamaño promedio de los genes en 
los microorganismo es de 950 pb [160], mientras que el tamaño promedio de lectura 
alcanzado por la plataforma Roche 454 es aproximadamente de 400 pb, además 
pudiendo estar representado solo un fragmento del gen.  
 Por otro lado, las lecturas presentan una alta frecuencia de error de 
secuenciación de hasta un 3% [162], lo cual puede provocar un corrimiento en los 
marcos de lectura (frameshifts). Por ejemplo, los errores de secuenciación en las 
lecturas del tipo 454, tienden a ocurrir en las regiones de homopolímeros, resultando 
en frecuentes inserciones y deleciones. Más aún, se ha demostrado que los métodos de 
predicción de genes basados en ORFs son afectados mayormente por errores de 
secuenciación que causan frameshifts [162]. Por lo tanto, muchas de las herramientas 
existentes para predicciones de genes presentaron un decremento en el nivel de su 
desempeño a medida que aumentó la tasa de error de secuenciación asociadas a la 
pirosecuenciación. En este contexto, Rho y colaboradores desarrollaron el algoritmo 
FragGeneScan para superar las limitaciones relacionadas a las tasas de error de 
secuenciación y tamaño de las lecturas, y así aumentar la capacidad de recuperación 
de secuencias [55]. Se trata de una herramienta basada en un modelo probabilístico 
que combina modelos de errores de secuenciación y el uso de codones preferenciales 
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(codons usage). FragGeneScan es parte de las herramientas implementadas en la 
plataforma MG-RAST. 
 En paralelo, a las predicciones de similitud realizadas vía BLAT contra bases 
de datos de proteínas, las lecturas también se comparan contra bases de datos 
ribosomales que incluyen a Greengenes [163], RDP-II [164] y Silva [165]. El MG-
RAST permite realizar la reconstrucción filogenética de la muestra y en combinación 
con las clasificaciones funcionales, describe modelos metabólicos para el 
metagenoma sugiriendo caminos y flujos metabólicos, reacciones y enzimas. Además, 
es posible encarar comparaciones de la composición y capacidades metabólicas entre 
metagenomas. Esta plataforma bioinformática presenta una interfase de visualización 
de los análisis filogenéticos y funcionales muy agradables, desde gráficos de barras, 
heatmap, o del tipo Krona. Estos últimos son muy interesantes ya que permiten 
visualizar de forma dinámica categorías funcionales de distinta jerarquización para un 
proceso metabólico específico por ejemplo.  
a.1 Anotación funcional basada en la tecnología de subsistema  
 Inicialmente el servidor RAST fue planeado y diseñado para ser usado por la 
comunidad NMPDR para identificar polimorfismos genéticos correlacionados con la 
patogenicidad, la resistencia a las drogas, la morbilidad y la inefectividad [166], pero 
rápidamente su utilización por varias comunidades científicas fue inminente. El 
NMPDR fue fundado por el Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades 
Infecciosas (NIAID) de Estados Unidos y es tanto un reservorio central para una 
extensa variedad de datos científicos de microrganismos patogénicos así como 
también un centro de recursos bioinformáticos con herramientas de software que 
ofrecen soporte y para el análisis de datos genómicos. La plataforma RAST 
proporciona una anotación funcional lo más precisa posible en el contexto de un 
análisis comprensivo y comparativo. Para ello, se integran datos genómicos y 
funcionales de cientos de genomas completos y parciales de bacterias, archeas y 
organismos eucariotas, todos los cuales reunidos en los denominados “genomas de 
soporte”, proveen un contexto filogenético rico para su uso en el análisis de los datos. 
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 Para la correcta interpretación de los datos genómicos (objeto de análisis) es 
imprescindible lograr una anotación funcional precisa y consistente. La anotación 
empleada por el NMPDR se realiza en un entorno denominado SEED 
(http://www.theseed.org), el cual organiza los datos genómicos en forma de 
subsistemas y no sobre la base de organismo por organismo. El concepto de 
subsistema consiste en una integración bidimensional de funciones biológicas con 
secuencias genómicas, los cuales se representan en tablas, donde las columnas 
corresponden a los roles funcionales, las filas a los genomas u organismos y en las 
celdas se hallan los genes responsables de cada función (ver Figura Suplementaria 
III.1). Los roles funcionales son en una primera instancia asignados manualmente a un 
grupo de proteínas, y se lleva a cabo con un número limitado de genomas 
microbianos. Esto resulta en el denominado subsistema poblado. Se realizan análisis 
comparativos y de co-localización génica (acoplamiento funcional) para extender los 
subsistemas a otros genomas, lo que conduce al establecimiento/definición de grupos 
de proteínas que desempeñan el mismo rol funcional en una variedad de organismos. 
 Cuando se combinan los subsistemas funcionales y un análisis de 
conglomerado, es posible identificar genes que codifican funciones conocidas en un 
organismo, pero que se llevan a cabo por proteínas divergentes las cuales no son 
reconocidas automáticamente por similaridad de secuencias. Para asegurar la 
integridad de las anotaciones y evitar ediciones el recurso bioinformático NMPDR no 
permite introducir cambios, es del tipo solo lectura. Contrariamente, el entorno SEED 
presenta cierto grado de apertura ya que los enlaces públicos se encuentran 
disponibles para la comunidad científica para la anotación de genes y para la 
construcción de nuevos subsistemas. Resumiendo,  un subsistema se puede describir 
como un grupo de roles funcionales que juntos conforman/constituyen un proceso 
biológico específico o alternativamente un complejo estructural. Un subsistema puede 
ser asimilado al concepto de vía metabólica (pathway). Por lo tanto, al igual que la 
glucólisis se compone de un conjunto de roles funcionales individuales (glucoquinasa, 
6-glucosa isomerasa, fosfofructoquinasa, etc.), un complejo como el ribosoma o un 
sistema de transporte, puede ser considerado también una colección de roles 
funcionales [167].  
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 La inclusión o incorporación de un gen a un subsistema está determinada por 
el rol funcional que le fuera asignado, y cada proteína incluida en dicho subsistema 
tiene una función, por ejemplo puede ser enzimático, de señalización, de regulación, 
estructural, etc. Una proteína resultará incluida en un subsistema únicamente si su 
anotación es coincidente con el  nombre de un rol funcional ya incluido en tal 
subsistema. La colección de subsistemas representa la reconstrucción metabólica de 
un organismo. 
 En la plataforma MG-RAST la anotación de los datos genómicos se realiza a 
través de la curación de los subsistemas, y la precisión depende de la calidad de las 
anotaciones realizadas manualmente por curadores expertos del FIG sobre la base de 
los genomas de referencia disponibles en las bases de datos mundiales. Los curadores 
utilizan la literatura y los resultados experimentales recientemente publicados, para 
mantener actualizada las bases de datos, resultando así en una labor permanente e 
interactiva. De los subsistemas curados se extrae un conjunto de familias de proteínas 
(FIGfams del inglés Fellowship for Interpretation of Genomes Families) que presenta 
similitud en toda la extensión de la secuencia. Dentro de este esquema, se asume que 
las proteínas están asociadas a un rol funcional o más, y todos los miembros de una 
misma familia FIGfam tienen el mismo rol funcional aunque pertenezcan a variantes 
divergentes. Los FIGfams son datos de acceso público, y es el componente central 
para la anotación automatizada del servidor MG-RAST. 
b. Plataforma bioinformática MGX 
 La plataforma bioinformática MGX fue creada por el Centro de 
Biotecnología (CeBiTec) de la Universidad de Bielefeld para facilitar los estudios 
genómicos y metagenómicos de los grupos de trabajo del centro de investigaciones 
CeBiTec. Nos fue posible el uso de esta plataforma informática dentro del marco de la 
colaboración con el grupo alemán dirigido por el Dr. Alfred Puhler en el marco de un 
Proyecto de Cooperación Bilateral entre MINCyT (Argentina) y DAAD (Alemania). 
El análisis funcional in silico de los metagenomas que fuera realizado en este 
contexto, consistió en la  comparación de las secuencias metagenómicas desconocidas 
(query) mediante el algoritmo BlastX versión 2.2.24+ contra una base de datos de 
referencia personalizada y la base de datos eggNOG. La base de datos EggNOG V.3 
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se compone de 721.801 grupos ortólogos que cubren 1.133 organismos en 41 rangos 
taxonómicos diferentes [127].  
 Para la construcción de una base de datos de referencia robusta que define el 
rasgo distintivo de este análisis complementario de los genomas, se utilizó el 
reservorio de secuencias FunGene (Functional gene Pipeline & Repository) v6.1. Nos 
referiremos a esta base de datos como base de datos personalizada. La base de datos 
apuntaba claramente a la inclusión de secuencias de genes codificadores de enzimas 
claves del metabolismo del nitrógeno. En general, FunGene se trata de un reservorio 
de secuencias de familias de genes y proteínas (de ciclos biogeoquímicos, 
biodegradación, resistencia a antibióticos, marcadores filogenéticos, entre otros) de 
acceso público y actualización mensual, y resulta de gran ayuda para estudios de 
genómica funcional, especialmente del medio ambiente [128]. La estrategia de 
análisis comparativo se basa en el uso de HMMER3 (http://hmmer.org/) y modelos 
ocultos de Markov (HMM), las mismas herramientas utilizadas por Pfam para el 
estudio de homología de proteínas [168]. Los HMMs se construyen a partir de 
alineamientos “semillas” de proteínas, y la utilización de estos modelos permite crear 
grupos de secuencias (obtenidas de GenBank), clasificadas y alineadas. 
 Una de las ventajas que presentó construir una base de datos de referencia 
personalizada, consistió en la exclusión de secuencias parálogas las cuales no resultan 
beneficiosas y no corresponden a secuencias codificantes del gen de interés. 
Contrariamente, cuando  la búsqueda de secuencias de genes de interés se realiza en 
base a similitud contra el NCBI dataset en el entorno de análisis de la plataforma 
MG-RAST, se observó que muchos de los hits (Adoptaremos la palabra hit para hacer 
referencias a la cantidad de lecturas que fueron asignadas a una función de interés) 
recuperados eran parálogos, por ejemplo en el caso del gen nifH se correspondían con 
el gen bchl. En los proyectos de metagenómica que implican el procesamiento y 
análisis de un alto número de secuencias, encontrar hits no verdaderos del gen de 
interés puede resultar en una sobreestimación de la abundancia de tales genes. En 
muchos casos no se alcanza a validar los datos de hits hallados por tratarse de un 
volumen de datos considerable. 
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Objetivo general 
 Evaluar la base de datos de secuencias de ADN de suelo para la construcción 
in silico de la estructura poblacional de microorganismos del suelo relacionadas con el 
ciclo del nitrógeno. 
Objetivos específicos 
- Relevar las bases de datos metagenómicos de suelo: características y tamaño, 
describiendo además las principales categorías funcionales jerárquicas 
presentes en los metagenomas de suelo. Comparar los resultados con aquellos 
obtenidos en el análisis in silico de metagenomas de otros ambientes naturales. 
- Identificar secuencias codificantes de genes funcionales del metabolismo 
nitrogenado. 
- Realizar la asignación taxonómica de las secuencias codificantes de genes 
funcionales del ciclo del N.  
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Resultados y discusión 
Algunas consideraciones experimentales sobre la obtención de metagenomas de 
suelos argentinos 
 En este capítulo se utilizaron datos metagenómicos de diversos suelos 
resultantes de estudios multidisciplinarios en el marco del proyecto PAE n° 37164 
llevados a cabo por el consorcio SoilGene (ANPCyT). Las muestras de suelo se 
obtuvieron de cuatro sitios de la Región Pampeana Argentina definidos por dos 
isoyetas. En total se analizaron nueve metagenomas de suelo comprendiendo distintas 
localidades y tratamientos agronómicos. Por un lado, tres campos experimentales en 
la Pampa ondulada (La Estrella: S1, La Negrita S2, Criadero Klein: S3) con un clima 
húmedo y precipitación anual de 1000 a 1200 mm. Por otro lado, del campo 
experimental de la estación -INTA Balcarce (S4) con un clima semi-húmedo y 
precipitación anual de 800-1000 mm. Además de cada sitio, se muestrearon parcelas 
con diferentes manejos agronómicos de suelo: siembra directa (CSD), Labranza 
convencional (LC, solo para el sitio de Balcarce) y suelos sin uso agronómico ni 
perturbaciones antropogénicas (NC). 
 El proyecto generó un volumen muy importante de datos metagenómicos 
mediante secuenciación masiva al azar (WGS) y del amplicón del gen ARN 16S 
usando la tecnología 454-FLX. Estos datos fueron denominados Pampa dataset [59], 
[120]. En el presente trabajo hemos hecho uso de una parte de los mismos, 
principalmente aquellos datos generados por WGS, al cual por conveniencia práctica 
también llamaremos Pampa dataset. Los datos metagenómicos generados por el 
consorcio SoilGene fueron depositados en el servidor MG-RAST para el 
procesamiento de las secuencias. Además, en la sección III de Materiales y Métodos, 
titulada “Procesamiento de secuencias obtenidas por secuenciación masiva y 
paralela” se describen los pasos de filtrado de calidad de secuencias realizados por 
Carbonetto y colaboradores [120]. Aquí, se adoptó el uso del término base de datos 
curada para hacer referencia a la base de datos de alta calidad de secuencias de 
Carbonetto et al. 2014 
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 La secuenciación masiva al azar generó un total de 10.445.170 lecturas que 
luego de los pasos de filtrado se redujo en un 20% a 8.592.774 [120]. El análisis 
taxonómico realizado previamente por Rascovan et al. 2013 demostró que la 
contaminación con ADN alóctono (ejemplo de plantas, humano, etc.) en estas 
bibliotecas metagenómicas fue mínimo o inexistente [59]. El 95% de las secuencias 
fueron identificadas como Bacteria, 0.6% como Archaea y 1% como Eucariota, 
mientras que 3.4% de las secuencias no pudieron ser clasificadas. Dentro de los 
Eucariontes, 42% de lecturas fueron clasificadas como Viridiplantae (plantas), 27% 
como Fungi, 12% como metazoos, 6% como diatomeas y 13% de las secuencias no 
pudieron ser clasificadas. 
 Concluyendo, las bibliotecas metagenómicas objeto del análisis bioinformático 
que se detalla en las secciones siguientes, fueron previamente curadas, y se 
caracterizan por una buena proporción de secuencias procarióticas y una muy baja 
contaminación con ADN alóctono.  
Bases de datos metagenómicos de suelos: características y tamaño 
 El Pampa dataset comprendió un total 10.445.170 de secuencias y alrededor de 
1 millón de secuencias para cada uno de los metagenomas de suelo analizados, como 
fuese descripto previamente. El número de secuencias que se obtuvo para cada sitio y 
el largo promedio de las mismas se muestra en la Tabla III.1, entre otras 
características. El contenido de GC (%) presentó los siguientes valores en las bases de 
datos: S1 CSD 64.6 ± 5.6; S1 NC 65.6 ± 5.4; S2 CSD 64.5 ± 7.2; S2 NC 64.9 ± 7,1; 
S3 CSD 64.6 ± 6.9; S3 NC 64.8 ± 7.1; S4 LC 65.2 ± 7.1; S4 CSD 64.1 ± 7.2 y S4 NC 
65.2 ± 6.8. Por lo tanto, no hubo una variación significativa en el contenido GC entre 
los metagenomas de suelo. 
 Para realizar una comparación de las abundancias relativas de los genes 
funcionales entre los distintos metagenomas de suelo se normalizó por tamaño de 
datos con respecto al metagenoma que presentó menor número de secuencias curadas 
que correspondió a S4 LC N= 684.967. Por otro lado, para la comparación de las 
abundancias relativas de cada categoría funcional dentro de un metagenoma se dividió 
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el número de hits de cada categoría funcional (ejemplo categoría COG) por el número 
total de secuencias curadas en cada muestra. 
Tabla III.1. El Pampa dataset se compone de nueve metagenomas de suelo. Se obtuvo un total de 
10.445.170 secuencias equivalente a 1.5 Gb. En la tabla muestra el número de pares de bases (N° pb), 
número de lecturas (N° de lecturas), y largo promedio de las mismas en cada muestra. 
Abreviatura* Sitio N° pb N° de lecturas 
Largo de lecturas 
(promedio) 
S1 CSD La Estrella 557.052.142 1.340.378 415.593 
S1 NC La Estrella 461.058.570 1.166.656 395.197 
S2 CSD La Negrita 578.379.033 1.375.442 420.504 
S2 NC La Negrita 455.626.322 1.129.130 403.520 
S3 CSD C. Klein 598.035.949 1.374.775 435.006 
S3 NC C. Klein 561.993.912 1.314.527 427.526 
S4 LC Balcarce 380.148.362 901.747 421.569 
S4 CSD Balcarce 391.398.392 923.803 423.682 
S4 NC Balcarce 385.446.435 918.712 419.551 
* SD corresponde a cultivado en siembra directa, LC a labranza convencional y NC a no cultivado 
 Con el propósito de evaluar los niveles de riqueza en el inventario del Pampa 
dataset, se realizaron curvas de rarefacción. Este parámetro permite estimar el nivel 
de cobertura de especies/taxones alcanzado con el número de secuencias logradas. La 
Figura III.2 muestra las curvas de rarefacción para metagenomas de distintos suelos 
generadas en el entorno del MG-RAST para el nivel de especie utilizando la 
anotación taxonómica de los subsistemas funcionales (base de datos SEED). Las 
curvas de rarefacción del Pampa dataset de más de 1.5 Gb de bases no presentaron 
saturación, reflejando el alto grado de diversidad del ambiente suelo. La muestra 
identificada como S4 LC con el número menor de lecturas, se utilizó como valor de 
corte (N=901.747) para comparar el número de especies reveladas de acuerdo al 
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análisis de rarefacción en cada una de las bibliotecas. A un N=901.704 de lecturas las 
bases de datos de S1 CSD y S2 CSD revelaron el mayor número de especies (4960 y 
4971, respectivamente) y S4 LC presentó el valor minino (4389). Sin embargo, para 
todos los suelos analizados, la secuenciación shotgun alcanzó a revelar una valor 
sustancial de especies (más de 4000 especies) y comparable entre todas las muestras. 
Tringe et al. 2005 observó que las curvas de rarefacción a partir de la secuenciación 
masiva de clones de ARNr 16S bacteriano de suelo agrícolas tampoco alcanzaron 
saturación a diferencia de las curvas de muestras de aguas profundas que si lo hicieron 
[64]. En otros proyectos de WGS donde evaluaron la diversidad de comunidades 
microbianas en muestras ambientales, se estimó por ejemplo para el mar de los 
Sargazos un total de 1.800 especies para 1.6 Gb de lecturas [62] mientras que en los 
suelos agrícolas de Minnesota en Estados Unidos un total de 3000 especies para 1 Gb 
de lecturas [64], [151]. 
 Por otro lado, los datos publicados en trabajos recientes, donde se ha utilizado 
la plataforma de secuenciación 454 GS-FLX para estudios metagenómicos de suelo 
con diferentes enfoques, permite realizar comparaciones de tamaño con nuestra base 
de datos. Por ejemplo Souza et al. 2013 obtuvieron 4.079.233 lecturas de suelos 
agrícolas de Brasil (labranza convencional y siembra directa) [169], Fierer et al. 2012 
un total de 1.350.000 de lecturas de suelos sujetos a distintos gradientes de 
fertilización de nitrógeno en EEUU [65], y Delmont et al. 2012 analizaron 12.575.129 
lecturas de suelos con pastizales naturales de Rothamsted Research en Reino Unido 
[152] (para mayor información sobre dichos suelos ver Tabla Suplementaria III.1 en 
la sección Material Suplementario). Estos datos permiten concluir que los estudios 
que se describirán en las siguientes secciones presentan un nivel cuantitativo y 
cualitativo de datos comparable a las de otros proyectos metagenómicos de suelo 
realizados en distintas partes del mundo y en los cuales también se encaró la 
identificación de atributos funcionales en las comunidades microbianas. 
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Figura III.2. Curvas de rarefacción para los metagenomas de suelo. Las curvas de rarefacción 
fueron calculadas  a partir de la tabla de abundancia de especies en el entorno de MG-RAST. Las 
curvas representan el número promedio de distintas especies anotadas para cada submuestras de la base 
de datos completa. 
Análisis in silico de los atributos funcionales de las bases de datos 
metagenómicas de suelo y comparación con otros ambientes naturales 
 En un análisis preliminar utilizando las diferentes bases de datos disponibles 
en M5NR se encontró que entre el 50% y el 58% de las secuencias para todo el 
Pampa dataset que presentaron un marco abierto de lectura pudieron ser anotadas 
como una proteína con función conocida, y aproximadamente un 90% de las mismas 
asignables a categorías funcionales (Figura III.3). En este punto se concluyó que estos 
valores fueron promisorios/robustos para encarar la asignación funcional específica. 
 En la siguiente etapa del análisis in silico, y con el propósito de explorar el 
potencial metabólico revelado a partir del examen en los metagenomas de suelo, se 
llevó a cabo la asignación de las secuencias en categorías de subsistemas mediante 
búsquedas de similaridad por BlastX entre las lecturas curadas y la base de datos 
SEED. 
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Figura III.3. Los gráficos ilustran el porcentaje de proteínas anotadas y la asignación a 
categorías funcionales en los metagenomas de suelo. (A) Para la anotación proteica, el MG-RAST 
utiliza el programa FragGeneScan para predecir potenciales genes codificadores de proteínas y luego 
el algoritmo BLAT contra la base de datos no redundante M5NR. (B) Para la asignación de una función 
proteica se utilizaron diferentes bases de datos como por ejemplo Seed Subsystems Annotation, Non-
supervised Orthologous Groups, Cluster of Orthologous Groups y KEGG Orthology. 
 Dicho intento permitió asignar el 52% del total de secuencias del Pampa dataset y se 
encontraron 28 subsistemas jerárquicos (nivel 1 de clasificación) cuya proporción 
relativa fue variada (Figura III.4). Cabe mencionar que la forma de presentar los 
resultados de las clasificaciones funcionales y taxonómicas usando el MG-RAST es 
dinámica, es decir permite al usuario filtrar dinámicamente diferentes niveles de 
clasificación. A modo de ejemplo, en el nivel 1 de clasificación se selecciona la 
categoría jerárquica “aminoácidos y derivados”, en el nivel 2 “alanina, serina y 
glicina”, en el nivel 3 biosíntesis de alanina” y finalmente se puede filtrar por función 
(ejemplo cisteína desulfurasa).  
 Los subsistemas encontrados que presentaron el mayor número de secuencias 
asignadas en todos los metagenomas son: subsistemas basados en agrupaciones (15 ± 
0.7%), metabolismo de carbohidratos (11 ± 0.1%), metabolismo de aminoácidos y 
derivados (9 ± 0.1%), metabolismo de proteínas (8 ± 0.1%), cofactores, vitaminas y 
grupos prostéticos (7 ± 0.05%) y misceláneos (8 ± 0.1%). El subsistema basado en 
agrupaciones consiste en grupos de genes que se encuentran próximos entre sí en los 
genomas de diversas taxa y cuyos atributos funcionales aún no se conocen bien. Entre 
los roles funcionales que contiene se hallan los proteosomas, ribosomas y clústeres 
relacionados a la recombinación, entre otros [152]. El subsistema misceláneo 
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comprende los siguientes roles funcionales: factores de elongación de la traducción 
(LepA), ARN polimerasa subunidad alfa, proteína RecA, entre otros [170]. 
 
 
Figura III.4. Proporción relativa de subsistemas representados en el Pampa dataset. La asignación 
de subsistemas se realizó con un valor de corte de E de 10-5 y la base de datos de referencia utilizada 
fue SEED. 
 Otros subsistemas tales como metabolismo y adquisición de hierro (0.5 
±0.05%), fotosíntesis (0.15 ± 0.1%), metabolismo del potasio (0.34 ±0.03%), 
dormancia y esporulación (0.2%) se hallaron en menor proporción (Figura III.4). La 
distribución relativa del resto de los subsistemas para todo el Pampa dataset se 
encuentra en la Tabla Suplementaria III.2. Los subsistemas descriptos como 
predominantes en el Pampa dataset se encontraron también como tales en diversos 
metagenomas, sugiriendo la ubicuidad y el papel significativo de dichas categorías 
funcionales en los microorganismos.  
 En particular, los subsistemas metabolismo de carbohidratos, metabolismo de 
proteínas, aminoácidos y derivado y misceláneos presentaron la mayor cantidad de 
lecturas asignadas en otros suelos [65], [152], [171], lodos activados [170] y en 
comunidades microbianas marinas [172]. El subsistemas basado en agrupaciones 
aparece mayoritariamente en los metagenomas de suelo [152], [153], [171]. 
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 Contrario a nuestras expectativas, se encontró una baja representación del 
subsistema metabolismo de nitrógeno, representando entre 0.8 al 1% del total de las 
secuencias asignadas en todos los metagenomas de suelo. En línea con nuestros 
resultados, Delmont et al. 2012 [152] y Fierer et al. 2012 [173] hallaron en sus 
análisis de metagenomas de suelo que el porcentaje de secuencias correspondientes al 
metabolismo nitrogenado no superó el 1% del total de las secuencias. Como ha sido 
discutido en varios trabajos, ciertas categorías metabólicas como fijación de nitrógeno 
y nitrificación no están distribuidas de manera ubicuas en los microorganismos [24], 
[174], [175]. Para que los mismas sean recuperadas de bases de datos metagenómico 
podría procurarse una secuenciación más profunda, o un previo enriquecimiento de 
una comunidad en particular [53]. En este contexto, Yu et al. 2012 evaluaron la 
estructura de la comunidad microbiana y el potencial metabólico de ADN 
metagenómico de lodos activados en diferentes profundidades de secuenciación (0.5 
Gbp, 1.0 Gbp y 2.4 Gbp), encontrando que con una mayor profundidad de 
secuenciación (2.4 Gbp) se logró aumentar significativamente el número de 
secuencias asociadas a categorías funcionales del metabolismo nitrogenado [170]. 
Cabe mencionar que dicha cantidad de datos se logró con la plataforma de Illumina 
Hi-seq2000. Esto sugirió que para revelar la presencia de componentes “raros” en la 
base de datos metagenómicos, la secuenciación debería tener una cobertura de al 
menos 2 Gb.  
 La comparación de los patrones de secuencias asignadas aplicando un criterio 
más fino de clasificación de subsistemas funcionales (nivel 3) en el entorno MG-
RAST, resultó en que los subsistemas ciclo de serina-glioxilato y señalización de 
AMP cíclico en bacterias presentaron la mayor representación en el Pampa dataset 
con un valor de 17.399 y 14.603 lecturas asignadas, respectivamente. El subsistema 
ciclo de serina-glioxilato también ha sido reportado recientemente por Pacchionni et 
al. 2014 como uno de los subsistemas de mayor predominancia en suelos de dos 
regiones del estado de Rio Grande en Brasil [159]. Estos autores sugieren que este 
ciclo representa un camino metabólico alternativo por el cual el carbono podría ser 
fijado en suelo, y estaría involucrado en la degradación de materia orgánica. 
Asimismo, este ciclo es una vía alternativa para la asimilación de C1 (mono carbono) 
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en bacterias metilotrofas, que comprende algunas especies de Mycobacterium [176]. 
Se ha señalado al metanol (CH4O) como un compuesto muy abundante en suelo 
resultante de la degradación de lignina y pectina [177]. Por otro lado, el AMP cíclico 
es un mensajero secundario muy importante en eucariotas y procariotas. En bacterias 
es un regulador celular universal de la energía/metabolismo, así como también un 
componente de la señalización celular. Este subsistema que aparece ampliamente 
representado en nuestros suelos, también fue descripto como predominante en otros 
estudios similares con suelos de Puerto Rico, Italia y Reino Unido [152]. Por lo tanto, 
la amplia representación de ciertas categorías funcionales en el suelo resulta 
suficientemente robusta para ser reveladas a una escala global, indicando que ciertos 
procesos metabólicos son propios del hábitat suelo y sugiriendo además que dichas 
funciones son importante para los microorganismos del suelo. 
 En otra etapa del análisis se encaró la distribución de los subsistemas en los 
distintos sitios y uso agrícola (CDS y NC). El resultado se muestra en la Figura III.5 y 
se encontró que los subsistemas mostraron leves variaciones entre los distintos 
metagenomas de suelo analizados. Con el propósito de reforzar el resultado observado 
en nuestros datos, e identificar asociaciones en base al potencial metabólico de las 
comunidades microbianas de diferentes ambientes, se realizó un análisis de 
conglomerado mediante el método de agrupamiento UPGMA utilizando una matriz de 
similitud basada en la distantica de Bray-Curtis. Para la construcción de la matriz se 
utilizaron los valores de distribución relativa (en porcentaje del total de secuencias 
anotadas) de los subsistemas (Tabla Suplementaria III.2). 
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Figura III.5 Proporción relativa (%) de los principales subsistemas funcionales detectados en los 
metagenomas de suelo de la región pampeana argentina. La asignación de subsistemas se realizó 
con un valor de corte de E de 10-5 y la base de datos de referencia utilizada fue SEED.  
 Como se muestra en la Figura III. 6 se formaron dos grupos jerárquicos a 
partir del análisis de conglomerado, indicando que la naturaleza del bioma es el 
principal conductor de agrupamiento a un valor de bootstrapping del 100%. Por otra 
parte y con el mismo valor de boostrapping, los suelos cultivados y no cultivados de 
los sitios S2, S3 y S4 formaron dos subgrupos distintos. Asimismo, para el sitio S4 los 
suelos cultivados se agruparon con respecto al suelo no cultivado, pero a un valor de 
bootstrapping menor al 50%. Este análisis exploratorio refleja que el ambiente suelo y 
el acuático presentan atributos funcionales únicos y propios, y a su vez que 
diferencias del potencial metabólico podrían reflejarse para suelos con distinto uso 
agrícola. En línea con esta observación, Carbonetto et al, 2014 utilizando otras 
categorías funcionales, como GOGs, revelaron que para los sitios S2 y S3 el uso del 
suelo era un factor determinante en la agrupación de los suelos [120]. 
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Figura III.6. Dendograma de similitud UPGMA generado a partir de las abundancias relativas 
de los subsistemas en diversos metagenomas acuáticos y de suelo. Para el análisis de conglomerado 
se aplicó la medida de distancia Bray Curtis. Los datos metagenómicos públicos se obtuvieron del 
reservorio del MG-RAST bajo los siguientes ID: 4441091.3 (Suelo Minnesota de EEUU), 4451105.3 
(Suelo Nevada de EEUU), 4461011.3 (Suelo de India), 4441571.3 (Mar Sargazos), 4441611.3 (Océano 
Indio) 4441614.3 (Aguas internacionales Madagascar-Sudáfrica), 4441594.3 (Mar Islas Galápago, 
4441587.3 (Océano Caribe), 4441661.3 (Corredor marino Pacífico este tropical). Se muestran valores 
de bootstrapping mayores al 50%. 
 Con el objetivo de evaluar los principales subsistemas que se encuentran 
dirigiendo el ordenamiento de los metagenomas analizados, se llevó a cabo un análisis 
de componentes principal (PCA). El resultado de este análisis se muestra en la Figura 
III.7. La componente principal 1 representa el 76% de la variabilidad y separó los 
metagenomas de acuerdo al ambiente, suelo y agua. Algunas clasificaciones 
funcionales aparecieron más representadas en suelo en comparación con los 
ambientes acuáticos como los subsistemas metabolismo de aminoácidos y derivados 
(1), metabolismo de carbohidratos (2), transporte de membrana (11), metabolismo de 
compuestos aromáticos (12) y virulencia y defensa (28). Contrariamente, los 
subsistemas cofactores, vitaminas y pigmentos (6), misceláneo (13), metabolismo de 
nucleótidos y nucleósidos (16), fagos, profagos y elementos transposición (17), 
fotosíntesis (19) y metabolismo de proteínas parecen predominar en los metagenomas 
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de ambientes acuáticos. Coincidentemente los perfiles de distribución de subsistemas, 
coincide con lo observado por Delmont et al. 2012 al examinar los subsistemas 
funcionales en metagenomas de suelo, océanos y heces de humano. Revelaron que los 
subsistemas -metabolismo de proteínas, -metabolismo de nucleótidos y nucleósidos y 
-fotosíntesis también se asociaban principalmente con los ambientes acuáticos. [152]. 
A su vez, hallaron que los subsistemas - virulencia y defensa, y transporte de 
membrana se encontraban mayormente representados en el suelo. Por lo tanto, a partir 
de los resultados del análisis comparativo con otros ambientes, se pone de manifiesto 
que los suelos muestran una representación de ciertos subsistemas o aún más general, 
de ciertas capacidades metabólicas potenciales mayores que en otros ambientes.  
 Finalmente, se utilizaron las categorías de subsistema (nivel 1 de clasificación) 
con el fin de evaluar su distribución entre los suelos cultivados y no cultivados de los 
sitios S1, S2 y S3, para lo cual se usó la prueba estadística Fisher. Como se muestra 
en la Figura III.8 se pudo revelar que 4 subsistemas presentaron una distribución 
significativa diferente entre los suelos cultivados y no cultivados. Estos 
correspondieron a: - división celular y  ciclo celular (p=0.03), -movilidad y 
quimiotaxis (p=0.0003), - pared celular y capsula (p≤ 0.002) y - virulencia y defensa 
(p=0.02). Excepto el subsistema división celular y ciclo celular, los tres restantes 
presentaron una asignación mayor de secuencias en los suelos cultivados respecto de 
los no cultivados. Por lo tanto, en general las capacidades metabólicas jerárquicas de 
estos suelos son comparables entre los distintos usos.  
Identificación de secuencias del suelo relacionadas a genes con función 
asignada del metabolismo nitrogenado  
 En la sección precedente se describieron los atributos funcionales de las bases 
de datos metagenómicas de suelo y se realizó una comparación con otros ambientes 
naturales. En esta sección, nos focalizamos en examinar mediante el análisis in silico, 
la representación de secuencias relacionadas a genes con función asociada con el 
metabolismo nitrogenado de los suelos. Se realizó la anotación funcional mediante 
BlastX en la plataforma bioinformática MGX. Además, se utilizaron dos bases de 
datos de referencia: eggNOG v3.0 [127] y otra construida especialmente para este 
estudio según se describe en la sección “Plataforma bioinformática MGX” en el 
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capítulo Materiales y Métodos). Particularmente, nos concentramos en ciertos 
procesos metabólicos del ciclo del nitrógeno (N) para los cuales además, se cuentan 
con genes marcadores de tales procesos (Tabla III.2). 
 
 
 
Figura III.7. Análisis de PCA de metagenomas de suelo, mares y océanos utilizando la 
abundancia relativa de los diversos subsistemas. Solo se muestra el número referencia de los 
subsistemas cuya magnitud y dirección fueron relevantes en este análisis. Los colores hacen referencia 
a los distintos ambientes (celeste para los suelos, y verde para los ambientes acuáticos). Los datos 
metagenómicos públicos se obtuvieron del reservorio del MG-RAST y coinciden con los de la Figura 
III.6 Los números en cada vector se refieren respectivamente a los subsistemas considerados en el 
análisis (ver Tabla Suplementaria III.3). 
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Figura III.8. Comparación de distribución relativa de subsistemas entre metagenomas de suelos 
cultivados y no cultivados de los sitios S1, S2 y S3. La estrella indica diferencias significativas con un 
valor de p≤0.05. Las barras corresponden al porcentaje del total de secuencias anotadas. 
a. Clasificación de las secuencias de acuerdo a las categorías funcionales 
COGs. 
 La abreviación COG hace referencia a clúster de grupos ortólogos, y cada 
COG se define como el grupo de tres o más proteínas que son ortólogas. Han sido 
desarrollados mediante la comparación, todos contra todos, de secuencias de proteínas 
codificadas en genomas completos secuenciados depositados en el NCBI [127]. En 
esta sección se describe el resultado del análisis bioinformático basado en la 
clasificación por COGs. Como se muestra en la Tabla III.3, más del 50% de las 
secuencias de los metagenomas de suelo resultaron clasificadas en genes codificantes. 
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Tabla III.2. Genes seleccionados para el análisis funcional in silico del metabolismo nitrogenado en 
suelo. 
Gen  
(abreviatura) 
Enzima codificada Proceso metabólico 
nifH 
nifD 
Dinitrogenasa reductasa 
Nitrogenasa cadena α 
Fijación biológica de nitrógeno 
amoA Amonio monooxigenasa Nitrificación 
nirA Nitrito reductasa Reducción asimilativa de nitrito 
nirB Nitrito reductasa Reducción desasimilatoria de nitrito 
napA 
narG 
nirS 
nirK 
norB 
nosZ 
Nitrato reductasa de membrana 
Nitrato reductasa periplásmica 
Citocromo Cd1-nitrito reductasa 
Cu-nitrito reductasa 
Óxido nítrico reductasa 
Óxido nitroso reductasa 
Denitrificación 
 
Conforme a lo sugerido por Delmont et al. 2012 este nivel de porcentaje de 
clasificación es aceptable para encarar el análisis funcional de los procesos 
metabólicos jerárquicos de las células procariotas [152]. Encontramos que las 
representaciones de las categorías jerárquicas COGs en el Pampa dataset 
correspondieron a:  
- Metabolismo con el 44% (incluye las categorías de producción de energía, 
aminoácidos, nucleótidos, carbohidratos, coenzimas, lípidos y metabolitos 
secundarios, entre otros). 
- Procesos de señalización con el 20% de (incluye las categorías de división, 
movilidad y envoltura celular, modificaciones postranscripcionales, 
mecanismo de transducción de señales, mecanismos de defensa, entre otros). 
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- Pobre caracterización con el 20% de (incluye las categorías de predicción de 
función general y función no conocida). 
- Almacenamiento de información y procesamiento con el 16% (incluye las 
categorías de procesamiento y modificación de ARN, transcripción, 
replicación, recombinación y reparación, entre otras.). 
- Tabla III.3. Se muestra para cada metagenoma la proporción (%) de secuencias asignadas en 
COGs. 
Sitio Abreviatura (%) 
Establecimiento productivo “La Estrella” 
S1 CSD 53 
S1 NC 56 
Establecimiento productivo “La Negrita” 
S2 CSD 55 
S2 NC 57 
Establecimiento productivo “Criadero Klein” 
S3 CSD 59 
S3 NC 58 
Unidad Experimental INTA Balcarce 
S4 CSD 58 
S4 LC 59 
S4 NC 57 
 
 A un nivel más fino de clasificación, seleccionamos aquellos COGs que 
presentaron una asignación mayor o igual a 2000 secuencias (Tabla III.4). Hallamos 
una importante representación en el Pampa dataset de funciones tales como: sistema 
de transporte tipo ABC (componente permeasa), glicosiltransferasa, histidina quinasa, 
Acil CoA-deshidrogenasa, entre otras. Muchas de las funciones abundantes reveladas 
en nuestros metagenomas corresponden a las categorías jerárquicas de COGs 
“predicción de función general”. Mientras que otras corresponden a las categorías 
mecanismos de transducción de señales, mecanismos de defensa, metabolismo y 
transporte de lípidos y replicación, recombinación y reparación. Sessitsch et al. 2012 
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y Carbonetto et al. 2014 también han descripto a estas categorías jerárquicas de COGs 
como predominantes el ambiente suelo [120], [135]. 
Tabla III 4. Categorías jerárquicas de COGs y sus funciones asociada más abundantes en los 
metagenomas de suelo. Se muestran aquellos COGs que superaron un número de secuencia asignada ≥ 
2000 Abreviaturas CSD: cultivado en siembra directa, LC: labranza convencional y NC: no cultivado. 
 
 Una vez realizado el análisis preliminar descrito en los párrafos precedentes 
para validar los datos, enfocamos nuestra atención sobre los COGs relacionados a 
procesos específicos del metabolismo de nitrógeno. Se hallaron 19 COGs 
relacionados a procesos específicos del metabolismo de nitrógeno que se muestran en 
la Tabla III.5. Estos procesos presentaron un bajo porcentaje de representación de 
entre el 0.15% - 0.20% de las clasificaciones por COGs. Específicamente 2.734 
secuencias pudieron ser clasificadas de acuerdo a los COGs de interés en el presente 
estudio (marcados con asterisco en la Tabla III.5). Los COGs relacionados a nifH 
(COG 1348) y nifD/nifK (COG 2710) presentaron una asignación de 37 secuencias en 
total en el Pampa dataset; mientras que la amoA (COG 3180) un total de 127 
secuencias. Con respecto a las reductasas de nitrito nirA (COG 2146) y nirB (COG 
1251) se rescataron 946 y 668 secuencias, respectivamente. Para los 3 COGs 
relacionados al proceso de denitrificación, se rescataron 407, 372 y 178 secuencias 
para la reductasa de nitrato napA (COG 2013), norB (COG 3256) y nosZ (COG 
4263), respectivamente. En la Figura III.9 se muestra la abundancia relativa de estas 
categorías COGs en el Pampa dataset (A) y en cada uno de los metagenomas de 
suelos (B). 
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Tabla III.5. Categorías de COGs relacionadas al metabolismo del nitrógeno reveladas en el Pampa 
dataset. El identificador de COG corresponde a un código numérico mediante el cual se hace referencia 
a una función metabólica en la base de datos eggNOG. 
 
*COGs utilizados en la identificación de secuencias con función asignada a genes del metabolismo de N. 
 Este análisis reveló que en el Pampa dataset las categorías de COGs 
relacionadas a los procesos de reducción de nitrato/nitrito y denitrificación 
presentaron una abundancia relativa mayor, del 59% y 35% respectivamente, 
comparada con la fijación biológica de nitrógeno (<1%) y la nitrificación (5%). Por 
otra parte, el número total de secuencias asignadas a estos COGs fue bajo en los 
metagenomas de suelo, considerando que en general los metagenomas presentaron un 
millón de secuencias. 
b. Clasificación de las secuencias de acuerdo la base de datos de referencia 
personalizada 
 El BlastX contra la base de datos de referencia personalizada permitió 
recuperar un total de 4.618 secuencias correspondientes a genes de interés asociados 
al metabolismo nitrogenado. Se adoptó el término hit para hacer referencia al número 
de secuencias asignadas a una función en particular. Como se muestra en la Figura 
III.10 A, se obtuvo una mayor proporción de hits para la reducción de nitrito (21%) y 
la denitrificación (77%) en el Pampa dataset, comprado con el proceso de fijación 
biológica de nitrógeno y nitrificación representados por <1% del total. Es tan baja la 
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representación de los genes nifH (3 hits), nifD (8 hits), amoA (2 hits) y nirS (13 hits) 
en los metagenomas de suelo que en la gráfica de barras no se llegan a visualizar 
(Figura III.10 B). 
  
 
Figura III.9. Abundancia relativa de las categorías de COGs involucradas en los procesos del 
metabolismo del nitrógeno. En A se muestra la proporción de los COGs en el Pampa dataset y la 
porción de color rojo representa los COGs <1% del total (COG 2710 y COG 1348). En B se muestra la 
abundancia relativa de los COGs en cada metagenoma. En total se asignaron 280 secuencias en S1 
CSD; 298 secuencias en S1 NC; 343 secuencias en S2 CSD; 415 secuencias en S2 NC; 239 secuencias 
en S3 CSD; 295 secuencias en S3 NC; 280 secuencias en S4 LC; 254 secuencias en S4 CSD y 276 
secuencias en S4 NC. 
 Al comparar el total de secuencias asignadas para los genes de interés en los 
suelos cultivado y no cultivado, se observó que el gen nirB (codificante para la nitrito 
reductasa) fue el único que presentó una proporción significativa mayor (p=0.02) en 
los suelos cultivados (Figura III.11). En el presente trabajo seleccionamos al gen 
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marcador nirB como representa del proceso de reducción desasimilatoria de nitrito a 
amonio. Este mecanismo permite a las células la detoxificación de nitrito, el cual es 
un potente mutagénico y altamente toxico para los organismos [97].  
 
 
Figura III.10. Abundancia relativa de genes involucrados en el metabolismo nitrogenado en los 
metagenomas de suelo. En A se muestra la proporción de los genes marcadores del ciclo del nitrógeno 
en el Pampa dataset, y la porción en rojo hace referencia a los genes nifH, nifD, amoA y nirS con una 
representación <1% del total. En B se muestra la abundancia relativa de los genes marcadores en cada 
metagenoma. El total de secuencias asignadas fue de  490 secuencias en S1 CSD; 466 secuencias en S1 
NC; 639 secuencias en S2 CSD; 633 secuencias en S2 NC; 580 secuencias en S3 CSD; 513 secuencias 
en S3 NC; 455 secuencias en S4 LC; 450 secuencias en S4 CSD y 420 secuencias en S4 NC. 
 Resumiendo, en esta búsqueda en el Pampa dataset de secuencias con función 
asignada a genes del metabolismo de nitrógeno, encontramos que 2.734 y 4.616 
secuencias fueron clasificadas de acuerdo a la base de datos eggNOG y la base de 
datos personalizada, respectivamente. Cabe mencionar que la información brindada 
por ambas bases de datos es distinta. Por un lado, el concepto de clúster de grupos 
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ortólogos implica aquellas proteínas que derivan de una secuencia única ancestral, 
existiendo en el último ancestro común de las especies que están siendo comparadas y 
cuya divergencia se debe a la especiación [127].  
 
Figura III.11. Comparación de la abundancia de genes marcadores de procesos metabólicos del 
ciclo del N en los suelos cultivados y no cultivados de los sitios S1, S2 y S3. Se aplicó la prueba de 
Fisher y la estrella indica diferencias significativas con un valor de p≤0.05.  
 El uso de grupos ortólogos puede dar lugar a una herramienta poderosa para el 
análisis funcional y la anotación de secuencias metagenómicas ya que las proteínas 
ortólogas tienden a presentar funciones equivalentes [178]. Por otro lado, la otra base 
de datos construida para este estudio no solo permite recuperar las secuencias 
codificantes de genes de interés asociados al ciclo del N, sino que también inferir la 
filogenia de la secuencia incógnita (query) a través de la clasificación taxonómica del 
mejor hit del blast. Debido a que en la búsqueda de secuencias mediante blast los 
parámetros fueron los mismos, el mayor número de secuencias recuperadas utilizando 
la base de datos personalizada en comparación con la base de datos eggNOG, 
posiblemente corresponda a que la base de datos personalizada presenta un mayor 
número de secuencias específicas de los genes de interés del ciclo del N. 
 Coincidentemente, utilizando las dos bases de datos se obtuvo una baja 
representación de secuencias asignadas a genes marcadores como nifH, nifD y amoA. 
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No obstante el análisis funcional metagenómico para estudiar procesos del 
metabolismo del N en suelo tales como, la reducción de nitrito y denitrificación 
resultó en una recuperación de datos apreciable. 
 Ha sido reportado en el trabajo de Sessitsch et al. 2012 una baja proporción de 
secuencias metagenómicas asignadas a los genes nifH/nifD en suelo comparado con 
metagenomas de otros ambientes como sedimentos marinos, intestino de termitas y 
endófitos de arroz [135]. En el trabajo de Pfister y colaboradores se comparó la 
distribución de los procesos metabólicos del ciclo del N en varios metagenomas de 
suelo y marinos, encontrando que la reducción asimilativa de nitrato y nitrito 
resultaron con mayor cantidad de lecturas asignadas [179]. Por lo tanto, el proceso de 
reducción asimilativa de nitrato y nitrito, cuyos productos de reducción son 
respectivamente NO2
- y NH4
+, parecieran estar ampliamente representado en varios 
biomas. Este proceso metabólico presenta el importante rol de proveer moléculas 
precursoras para la biosíntesis de compuestos celulares nitrogenados tales como 
proteínas y ácidos nucleicos esenciales para la viabilidad celular. 
 Se descripto que el proceso de denitrificación presenta una distribución 
relativamente mayor en comparación con la fijación de nitrógeno y nitrificación en 
suelo [179]. Por otra parte, el proceso de denitrificación fue predominante (79%) en 
metagenomas de lodos activados comparado con la amonificación (17%), fijación de 
nitrógeno (3%) y nitrificación (1%) [170]. La denitrificación es un proceso importante 
de respiración anaeróbica en condiciones limitantes de oxígeno (O2) llevado a cabo 
por una amplia gama de bacterias del suelo (organotrofas, quimio- y fotolitotrofos, 
termófilas, halófilas, etc.). Se han clasificado más de 50 géneros con al menos 125 
especies denitrificantes [98]. En general, los microorganimos denitrificantes 
constituyen entre el 0.1 al 5% de la población cultivable total del suelo, y hasta el 
20% del total de la biomasa microbiana [180] indicando una alta proporción de los 
mismos. Estos datos podrían explicar que en la identificación de secuencias del suelo 
relacionadas a genes con función asignada a procesos del ciclo del N, la 
denitrificación haya sido uno de los procesos que presentó la mayor proporción 
relativa de hits. 
Tesis Doctoral Capítulo III Priscila A. Calderoli 
92 
 
 Es importante mencionar que estos resultados no infieren que la expresión o 
actividad de los genes marcadores de la reducción asimilativa de nitrito y la 
denitrificación se encuentren necesariamente aumentadas en comparación con el resto 
de los genes marcadores, pero una mayor abundancia de secuencias recuperadas para 
estos genes si indican la ubicuidad de los mismos en los microorganimos del suelo. 
Además, la presencia de un alto número de secuencias de genes estratégicos ya ha 
sido relacionada con formas de vida de microorganismos copiotróficos y oligotróficos 
[120], [158]. 
La estructura de la comunidad de microorganismos del suelo asociada al 
metabolismo nitrogenado 
 En esta sección se describe la estructura de la comunidad de microorganimos 
del suelo asociada a los distintos procesos metabólicos analizados del ciclo del N. 
Para ello se utilizó la clasificación taxonómica del mejor hit del blast contra la base de 
datos personalizada. 
a. Fijación biológica de nitrógeno molecular (genes nif) y nitrificación (gen 
amoA) 
 Las secuencias con la asignación funcional nifH correspondieron al filo 
Proteobacteria y los géneros hallados fueron Rubrivivax, Anaeromyxobacter y 
Bradyrhizobium. Con respecto al gen nifD, nuevamente el filo Proteobacteria se 
encontró en los 5 metagenomas de suelo que presentaron hit para el gen nifD. 
Además, en los suelos S1 CSD y S2 CSD se halló el filo Cianobacteria (género 
Nostoc) y en S2 CSD también el filo Firmicutes (género Desulfotomaculum). A nivel 
de géneros para el filo Proteobacteria se encontraron los siguientes: Geobacter, 
Burkolderia, Methylocystis. El proceso de la nitrificación evaluado a través del gen 
marcador amoA, presentó 2 hits y correspondieron al filo Proteobacteria y al género 
Nitrosospira. 
 Por lo tanto, si bien la representación de estos procesos metabólicos fue escasa 
en el Pampa dataset, se encontró que el filo Proteobacteria fue predominante para 
ambos procesos en suelo. Este filo ha sido reportado como uno de los más 
predominantes en la comunidad diazotrófica del suelo, y comprende una amplia 
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variedad de géneros bacterianos con estilo de vida y capacidades metabólicas diversas 
[83], [181]. La mayoría de los géneros revelados para genes nif, corresponden a 
microorganismos fijadores de N en vida libre en suelo [52], [182]. Para el caso del 
gen amoA el género Nitrosospira ha sido identificado como un grupo importante de 
bacterias aerobias estrictas del suelo que llevan a cabo la primera etapa de oxidación 
de amoníaco [51], [183]. 
b. Reducción de nitrito 
- Reducción asimilativa de nitrito 
 El producto final del proceso de reducción asimilativa del nitrito es el NH4
+, el 
cual es utilizado por los microorganismos mediante la acción de la glutamina sintetasa 
para la biosíntesis de compuestos nitrogenados. Este proceso analizado mediante nirA 
correspondió al 19% del total de los genes marcadores estudiados en el Pampa 
dataset. En la Figura III.12 se muestran los 10 fila asociados a al gen nirA. Los fila 
Actinobacteria, Aquificae y Proteobacteria se hallaron presentes en todos los 
metagenomas de suelo con una representación porcentual de secuencias del 18 ± 
6.7%, 32 ± 7.2% y 33 ± 10%, respectivamente. Otro filo como Choloroflexi fue 
detectado únicamente en S2 CSD y el resto de los fila se hallaron distribuidos entre 
los metagenomas de suelo con proporciones diversas. 
 Se comparó la distribución porcentual de los fila presentes en los suelos CSD 
y NC de los sitios S1, S2 y S3 y se observó que el filo Actinobacteria se encontró 
mayormente representado (p=0.02) en los suelos no cultivados; mientras que las 
Cianobacterias (p=0.01) lo hicieron en los suelos cultivados. 
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Figura III.12. Distribución porcentual de los fila asignados al gen nirA en los metagenomas de 
suelo. La afiliación taxonómica de las secuencias codificantes para la nitrito reductasa se realizó 
mediante la anotación del mejor hit del Blast con un valor de corte de E de 1e-20. 
 En el estudio metagenómico del potencial metabólico y filogenético en suelos 
agrícolas realizado por Fierer et al. 2011, propusieron al filo Actinobacteria como una 
taxa copiotrófica, es decir, aquella que prospera en condiciones de elevada 
disponibilidad de nutrientes lábiles [158]. Los organismos copiotróficos suelen ser 
estrategas-r, con altas tasas de crecimiento frente a la disponibilidad de nutrientes. Los 
suelos bajo manejo agronómico podrían clasificarse copiotróficos frente a los suelos 
no cultivados, debido a la presencia de fertilización nitrogenada y de residuos 
orgánicos luego de cada cosecha. En línea con esto, se ha demostrado que la 
fertilización y los residuos orgánicos han aumentado los niveles de materia orgánica 
lábil en suelos de la Región Pampeana [184]. No obstante, en nuestros datos, 
encontramos a este filo representado mayormente en los suelos no cultivados. Este 
grupo de bacterias es muy interesante desde el punto de vista agronómico ya que 
presentan varias funciones que favorecen la fertilidad de los suelos. Debido a su 
estructura filamentosa y a su producción de polisacáridos extracelulares estas 
bacterias pueden unir partículas de suelo entre sí y de esa forma contribuir a mantener 
la matriz del suelo [185], [186] 
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- Reducción desasimilatoria de nitrito 
El proceso de reducción desasimilatorio de nitrito, permite la detoxificación del nitrito 
que se acumula en las células que respiran anaeróbicamente el nitrato [97]. Este 
proceso esta catalizado por la nitrito reductasa codificada por el gen nirB que en el 
Pampa dataset representó el 3% del total de los genes analizados. Como se muestra en 
la Figura III.13 se hallaron 5 fila para el gen nirB distribuido en los diferentes 
metagenomas de suelo, excepto para el sitio S4 LC. El filo Proteobacteria predominó 
entre los metagenomas de suelo (75 ± 21%) y en algunos suelos también se hallaron 
los fila Verrumicrobia, Firmicutes, Actinobacteria y Plantomycetes. No se 
encontraron diferencias significativas en la predominancia del filo Proteobacteria 
entre los suelos cultivados y no cultivados de los sitios S1, S2 y S3. 
 
 
Figura III.13. Distribución porcentual de los fila asignados al gen nirB en los metagenomas de 
suelo. La afiliación taxonómica de las secuencias codificantes para la nitrito reductasa se realizó 
mediante la anotación del mejor hit del Blast con un valor de corte de E de 1e-20. 
c. Proceso de denitrificación 
 El proceso de denitrificación correspondió al 77% del total de los procesos 
metabólicos asociados al metabolismo de N. Se hallaron 16 fila y un grupo 
correspondiente a bacteria no cultivable asociadas a las diferentes etapas de la 
denitrificación evaluadas el Pampa dataset. A continuación se describe la inferencia 
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de la estructura de la comunidad de microorganismos del suelo asociada a los 
distintos procesos reductivos que comprende la denitrificación. 
- Nitrato reductasa: narG y napA  
 El gen narG codificante para la enzima nitrato reductasa de unión a membrana 
representó en el Pampa dataset el 6% del total de los genes evaluados. Como se 
muestra en la Figura III.14 A se encontró que el filo Proteobacteria fue predominante 
en todos los metagenomas de suelo (67 ± 15%), y en algunos suelos como S4 CSD y 
S4 NC correspondió al único filo revelado para narG. Además, también se halló un 
grupo de bacterias no cultivables y el filo Actinobacteria representados en la 
estructura de la comunidad microbiana asociada a la reducción disimilativa del 
nitrato. Con respecto a la distribución de los fila entre los suelos bajo distinto 
tratamiento agronómico, no se hallaron diferencias significativas para el gen narG. 
 Para a la nitrato reductasa periplásmica (gen napA), la cual presentó el mayor 
porcentaje (42%) de secuencias asignadas respecto de los otros genes analizados, se 
encontraron 9 fila asociados a este gen (Figura III.14 B). Particularmente, 5 fila los 
cuales fueron abundantes también se hallaron distribuidos en todos los metagenomas 
de suelo. Tal fue el caso de Caldiserica (5.4 ± 1.2%), Euryarchaeota del domino 
Archea (15 ± 3.6%), Firmicutes (38 ± 4.9%), Proteobacteria (33 ± 3.9%) y 
Verrucomicrobia (3.1 ± 0.6%). 
 Ha sido reportada la ocurrencia de napA en una amplia gama de bacterias 
heterótrofas y archeas [187]–[189]. Sin embargo, la información sobre la contribución 
relativa de la actividad de archeas en la reducción global de nitratos en ecosistemas 
naturales es aún limitada. El filo Euryarchaeota representó uno de los tres más 
abundantes (15 ± 3.6%) en los metagenomas aquí examinados, señalándolo como un 
componente importante de la población de microorganimos asociados a napA. 
 El filo Deinococcus thermus, comprende a bacterias quimiorganotrofas 
resistentes al calor. Fueron aisladas a partir de una variedad de ambientes (suelo, 
heces y carne), y necesita un medio complejo de crecimiento in vitro. Se especula que 
estas bacterias aeróbicas son propensas a vivir en hábitats orgánicos ricos, como las 
heces o contenido intestinal [190]. Se encontró que este grupo de bacterias asociadas a 
Tesis Doctoral Capítulo III Priscila A. Calderoli 
97 
 
la reducción de nitrato fue detectado únicamente en los suelos cultivados de los sitios 
S1 (2.5%), S2 (2%) y S3 (1.3%). 
 Bacteroidetes fue otro filo revelado únicamente en suelos agrícolas con una 
distribución porcentual del 1.7% en S1, 1.2 en S2 y 1.8 en S3. Este filo comprende un 
grupo grande de bacterias gram negativas y anaeróbicas con amplia distribución en el 
medio ambiente, incluyendo suelos, sedimentos marinos y el tracto digestivo de los 
animales [191]. Ya ha sido reportado que varias especies pertenecientes al filo 
contienen genes implicados en la denitrificación indicando una posible participación 
en el ciclo del N en [192]. Por otra parte, Fierer et al. 2011 en su trabajo con enfoque 
metagenómico sobre el potencial metabólico y filogenético en suelos agrícolas 
identificó a este grupo de bacterias como un posible taxa copiotrófico putativa [158]. 
Por lo tanto, se podría inferir que la presencia de Bacteroidetes exclusivamente en los 
suelos cultivados analizados aquí se relacionaría con estrategias de vida copiotróficas.  
 Se encontró que el filo Proteobacteria fue el único que presentó una 
distribución significativamente mayor (p=0.03) en los suelos cultivados respecto de 
los no cultivados de los sitios S1, S2 y S3 para el gen napA. Este filo ha sido 
postulado como una posible taxa copiotrófico [158]. Además, Campbell et al. 2010 
encontró al filo Proteobacteria en mayor abundancia en suelos fertilizados [50], un 
patrón también observado por Wessen et al. 2010 en suelos agronómicos [193]. 
- Nitrito reductasa: nirS y nirK  
 Con el 0.2% del total de las secuencias asignadas, el gen nirS se halló 
pobremente representado en el Pampa dataset al igual que los genes amoA, y nif. Los 
hits se hallaron distribuidos en los sitios S1 (CSD y NC), S2 NC y en S3 (CSD y NC) 
y el filo asociado a este gen fue Proteobacteria y un grupo de bacterias no cultivables. 
 Por otro lado, el gen nirK presentó una abundancia del 6% respecto de los 
otros genes evaluados, y como se muestra en la Figura III.15, se reveló que este gen 
se encontró asociado a 7 fila. En particular, 4 fila se encontraron presentes en todos 
los metagenomas de suelo, tal es el caso del grupo predominante Proteobacteria (70 ± 
5.8%), Bacteroidetes (9.4 ± 3.9%), Spirochaetes (9.1 ± 2.9%) y Chloroflexi (8.1 ± 
3.1%). También se reveló un grupo de bacterias no cultivables presente en el sitio S1 
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CSD (5.7%), S1 NC (6%) y en S2 NC (4%); y el filo Euryarchaeota (1.4%), 
únicamente representado en el sitio S2 CSD. 
 
Figura III.14. Distribución porcentual de los fila asignados al gen narG (A) y napA (B) en los 
metagenomas de suelo. La afiliación taxonómica de las secuencias codificantes para las nitrato 
reductasas se realizó mediante la anotación del mejor hit del Blast con un valor de corte de E de 1e-20. 
 Al igual que para el caso del gen napA, el perfil de los fila más abundantes 
fueron similares en todos los sitios indicando que la estructura microbiana asociada al 
gen nirK resulta comparable a través de los mismos. Desde otra perspectiva, el 
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criterio de análisis basado en la detección in silico de funciones a partir de secuencias 
de metagenomas es insuficiente para revelar diferencias y particularidades de los 
suelos con distinto uso. 
 
Figura III.15. Distribución porcentual de los fila asignados al gen nirK en los metagenomas de 
suelo. La afiliación taxonómica de las secuencias codificantes para la nitrito reductasa se realizó 
mediante la anotación del mejor hit del Blast con un valor de corte de E de 1e-20. 
- Oxido nítrico reductasa: norB 
 El gen norB codificante de la subunidad mayor de la óxido nítrico reductasa, 
la cual cataliza la reacción de reducción NO N2O, presentó el 4% del total de 
secuencias asignadas a los genes de interés evaluados. Como se muestra en la Figura 
III.16 las secuencias se distribuyeron en 4 fila y a un grupo que se correspondió a 
bacterias no cultivables. Dentro de los 4 fila, el grupo de Proteobacteria y 
Acidobacteria se encontraron distribuidos entre todos los metagenomas de suelo. El 
grupo de Proteobacteria presentó un rango de distribución de entre 33 y 64% en los 
diferentes sitios, excepto para S1 CSD que fue del 9%. La representación de 
Acidobacteria fue de entre el 15 al 57% con la mayor predominancia en S4 LC. 
También se reveló el filo Actinobacteria en la mayoría de los suelos evaluados. La 
mayor representación de porcentajes de este filo correspondió al 31%, 25% y 17 
respectivamente en los sitios S1 CSD, S4 CSD y S2 NC. Mientras que en los otros 
sitios la distribución fue menor de entre el 5 y 9%. Además, un grupo correspondiente 
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a bacterias no cultivables fue encontrado en muchos de los metagenomas. La 
distribución de este grupo varió entre el 8 y 28%. No se encontraron diferencias 
significativas con respecto a la de distribución de fila entre los suelos cultivados y no 
cultivados. 
 En este estudio, el filo Acidobacteria se puso en evidencia solo cuando el 
marcador de búsqueda fue el gen norB y (Figura III.16). Ward et al. 2009 a partir de 
la evaluación de la presencia del gen norB en algunas cepas que habitan el suelo 
reportaron la capacidad del filo Acidobacteria para la reducción del óxido nitroso 
[194] 
 
Figura III.16. Distribución porcentual de los fila asignados al gen norB en los metagenomas de 
suelo. La afiliación taxonómica de las secuencias codificantes para la óxido nitroso reductasa se realizó 
mediante la anotación del mejor hit del blast con un valor de corte de E de 1e-20. 
- Oxido nitroso reductasa: nosZ 
 El último paso de la reducción disimilativa en la desnitrificación, N2O  N2, 
esta mediada por la enzima óxido nitroso reductasa, codificada por el gen nosZ. 
Representó el 3% del total de secuencias asignadas a los genes evaluados y como se 
muestra en la Figura III.17 la diversidad correspondió a 9 fila. El filo 
Verrucomicrobia y el grupo de bacterias no cultivables se encontraron presentes en 
todos los metagenomas de suelo. Este último grupo presentó una predominancia 
considerable del 30 ± 8.4% en todos los sitios. La mayor abundancia del filo 
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Verrucomicrobia fue detectada en los sitios S2 NC y S3 CSD con una distribución 
porcentual del 26.5 y 13%, respectivamente; mientras que en el resto de los 
metagenomas la abundancia varió entre el 3.5 y el 10%. Otros fila revelados en varios 
de los suelos fueron Bacteroidetes, Aquificae, y Proteobacteria. Los grupos 
fotosintéticos anoxigénicos Chlorobi y Chloroflexi se hallaron en seis metagenomas 
de suelo, y el mayor porcentaje se reveló en el sitio S4 CSD. En cuanto a los fila 
Euryarchaeota y Gemmatimonadetes estos se encontraron en cinco de los sitios 
analizados, y su distribución varió del 4.3 al 10% y 2.1 al 21.7%. La búsqueda in 
silico de secuencias nosZ reveló una apreciable diversidad de microorganismos 
portadores del gen nosZ, aunque ninguno de los grupos taxonómicos predominó 
significativamente en alguno de los tratamientos (cultivado y no cultivado). 
Conclusiones 
 En este capítulo se encaró el análisis in silico de una base de datos de suelo de 
1.5 Gb, pertenecientes a la principal región de actividad agrícola de la Argentina. En 
una primera instancia mediante la clasificación de las secuencias en subsistemas 
funcionales se comparó el potencial metabólico de los suelos y ambientes acuáticos de 
diferentes regiones del mundo revelándose que el suelo a escala global presenta 
ciertos atributos funcionales característicos del ambiente. Esto se observó tanto en los 
análisis de ordenación como de conglomerado, en donde el bioma fue el principal 
conductor de agrupamiento de los metagenomas.  
 Asimismo, se realizó una búsqueda de secuencias con funciones asignadas a 
procesos metabólicos claves del metabolismo nitrogenado en suelo. Se utilizaron dos 
bases de referencia para la búsqueda mediante BlastX, una correspondió a eggNOG y 
la otra fue una base de datos construida especialmente para este estudio, con el 
propósito de aumentar las chances de recuperación de secuencias. Concluimos, que 
los procesos metabólicos como la FBN y la nitrificación resultaron representados en 
una baja proporción comparado a otros procesos, como la reducción asimilativa de 
nitrito y la denitrificación. Nuestros resultados sugieren que para evaluar mediante 
secuenciación masiva al azar los procesos tales como fijación biológica de nitrógeno y 
nitrificación, llevados a cabo por componentes de la comunidad microbiana 
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considerado por varios autores como componentes “raros” del suelo [195]–[197], es 
necesario una secuenciación con mayor cobertura. El trabajo reciente de Yu et al. 
2012 provee bases para esta especulación [170]. Estos autores evaluaron diferentes 
niveles de secuenciación (0.5 Gbp, 1.0 Gbp y 2.4 Gbp) de ADN de lodos activados, 
encontrando que con una importante profundidad de secuenciación (2.4 Gbp) se logró 
aumentar significativamente el número de secuencias recuperadas y asociadas a 
categorías funcionales del metabolismo nitrogenado, incluida la fijación de nitrógeno 
y la nitrificación. La profundidad de secuenciación lograda les permitió revelar y 
describir tales procesos metabólicos, los cuales quedan excluidos o ignorados en 
proyectos de secuenciación “superficial” con una secuenciación de un millón de 
lecturas por biblioteca. Concluimos que esta observación es un hallazgo interesante a 
tener en cuenta en futuros proyectos dirigidos a revelar capacidades metabólicas de 
poblaciones con baja representación. Una alternativa para el estudio de procesos 
metabólicos como la FBN y la nitrificación sería la pirosecuenciación dirigida a los 
genes marcadores de tales procesos [121], [198], [199] 
 
Figura III.17. Distribución porcentual de los fila asignados al gen nosZ en los metagenomas de 
suelo. La afiliación taxonómica de las secuencias codificantes para la óxido nítrico reductasa se realizó 
mediante la anotación del mejor hit del blast con un valor de corte de E de 1e-20 
 Hemos mostrado la presencia de diversos taxones involucrados en las distintas 
etapas del ciclo del nitrógeno, muchos comúnmente distribuidos en suelo y otros 
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como Aquificae y Deinococcus–Thermus que suelen habitar ambientes con 
condiciones extremas de temperatura. Asimismo, se encontró al filo Euryarchaeota 
del dominio Archaea representado en los procesos metabólicos de reducción de 
nitrato, óxido nítrico y óxido nitroso. Dada la importancia del nitrógeno en la 
nutrición vegetal, particularmente en los casos de cultivos de importancia económica, 
el conocimiento de las comunidades potencialmente participantes en esos procesos es 
clave para evaluar la sustentabilidad de los suelos. Nuestros resultados aparecen como 
un indicador importante para encarar futuros análisis funcionales con el propósito de 
caracterizar los suelos en sus potencialidades de llevar a cabo los procesos 
biogeoquímicos, teniendo en cuenta que este ambiente es uno los más desafiantes por 
su alta diversidad microbiológica. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo IV 
Potencialidad del análisis T-RFLP 
para el estudio de las poblaciones 
fijadoras de nitrógeno en suelo 
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Introducción 
 Muchos de los microorganismos presentes en los diferentes ecosistemas son 
recalcitrantes al cultivo. Las investigaciones sobre la estructura y la diversidad 
genética de comunidades microbianas han provocado el continuo desarrollo y uso de 
métodos independientes del cultivo, principalmente moleculares, tales como los que 
involucran la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de genes ribosomales 
(ARNr) [17]. Si bien, es posible obtener información filogenética de los 
microorganismos mediante el secuenciamiento del gen ARNr 16S, el esfuerzo y el 
costo limitan el análisis de numerosas muestras. Esto a su vez, limita encarar el 
estudio de la dinámica de la comunidad microbiana en relación a cambios en las 
condiciones fisicoquímicas y/o biológicas en el tiempo y espacio, lo cual es esencial 
cuando se pretende estudiar la funcionalidad de una comunidad. 
 Ciertas técnicas moleculares de tipo huella digital (fingerprint) para el análisis 
de la estructura y dinámica de comunidades microbianas complejas permiten el 
análisis simultaneo de múltiples muestras; como por ejemplo: electroforesis en gel 
con gradiente de desnaturalización DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 
[33], electroforesis en gel con gradiente de temperatura TGGE (Temperature 
Gradient Gel Electrophoresis) [34], [35] y polimorfismo de conformación de cadena 
simple SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) [36], [37]. Debido a que 
tales métodos pueden ser automatizados, resultan convenientes para el procesamiento 
de varias muestras de una manera reproducible [41]. En ese contexto, otras 
metodologías nuevas incorporaron sistemas de secuenciación automatizado con 
detección láser de fragmentos de ADN marcados con fluoróforos. Entre las diversas 
técnicas, encontramos por ejemplo, polimorfismo de longitud de fragmentos de 
restricción terminales T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length 
Polymorphism) [38], análisis de la heterogeneidad de genes amplificados por PCR 
[200], y más recientemente ADN polimórfico amplificado al azar RAPD (Randomly 
Amplified Polymorphic DNA) [39].  
 En particular, la técnica de T-RFLP se basa en la variación de tamaño de los 
fragmentos terminales de restricción (T-RFs) 5’ y/o 3’marcados por fluorescencia 
debido al polimorfismo de la secuencia correspondiente a sitios de reconocimiento de 
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endonucleasas. Estos T-RFs se resuelven por medio de electroforesis en geles de alta 
resolución en secuenciadores de ADN y se detectan mediante excitación laser (Figura 
IV.1). Esta técnica fue originalmente desarrollada en 1996 por Avaniss-Aghajani et 
al., para la identificación de diferentes variantes de micobacterias a partir de muestras 
de agua y de asilamientos clínicos [201]. Posteriormente, Liu et al. 1997 demostró el 
potencial de la técnica T-RFLP para caracterizar la diversidad microbiana en hábitats 
con comunidades complejas (lodos activados, lodos de biorreactor, intestino de 
termitas y arena de acuífero) y la obtención de distintos perfiles T-RFLP permitió 
comparar rápidamente la estructura de las comunidades microbianas en los diferentes 
ambientes [38].  
 
 
Figura IV.1 Esquema de las principales etapas del ensayo de T-RFLP. El método se basa en la 
amplificación de una secuencia, ya sea genes ribosomales o funcionales, usando uno o ambos 
cebadores marcados con un fluorósforo, y la posterior incubación del producto de amplificación con 
endonucleasas de corte frecuente. Luego, el producto de digestión se mezcla con un marcador interno 
de tamaño el cual está marcado con un fluoróforo distintivo y finalmente la mezcla de los fragmentos 
se resuelven mediante electroforesis en gel o capilar. La detección de los fragmentos terminales 
marcados se realiza en un secuenciador automático con detector laser, generándose un perfil gráfico de 
los T-RFs denominado, electroferograma. 
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 En los últimos años esta técnica ha sido ampliamente utilizada para 
caracterizar perfiles poblacionales de bacterias [202]–[206] y de archeas [207]–[211] 
en hábitats naturales, así como también la dinámica o evolución de las comunidades 
microbianas naturales en una escala tiempo/espacio [183], [212]–[214]. Además, la 
técnica se aplicó para el estudio de diversos genes funcionales [183], [215], [216] 
como los involucrados en la fijación de nitrógeno [217], [218] y la oxidación de 
amonio [183], [219]. Algunos autores sostienen que la metodología T-RFLP puede 
ser utilizada para un análisis semi cuantitativo de las proporciones relativas de los 
miembros dominantes en una comunidad microbiana [38], [220]. En el trabajo de Tan 
et al. 2003 se utilizó la técnica T-RFLP para reflejar el efecto del agregado de 
fertilizante nitrogenado en la composición de la comunidad diazotrófica asociada a las 
raíces de variantes de arroz en una manera semi cuantitativa. Mostraron que luego del 
agregado de fertilizante ciertos T-RFs presentaban una abundancia menor, y además 
otros T-RFs se encontraron ausentes comparado con el perfil de T-RFLP de plantas 
controles [218]. 
 Sobre las limitaciones del T-RFLP, se puede mencionar la baja resolución, ya 
que existe cierta probabilidad de que varios filotipos se encuentren representados por 
un solo tamaño de fragmento terminal, es decir aparece solo un pico en el 
electroferograma, lo que puede llevar a subestimar la diversidad de especies [221]. 
[221]. Como el método examina amplicones, resulta que los desvíos asociados a la 
amplificación de secuencias particulares debido a una preferencia en la hibridación de 
los cebadores, o una mayor incidencia en la síntesis de quimeras por aumento del 
número de ciclos de PCR reducen la calidad de las predicciones cuantitativas 
mediante T-RFLP. Por lo tanto, resulta importante reducir el intervalo de variabilidad 
y/o desvíos asociados en los métodos basados en PCR y definir claramente las 
condiciones experimentales óptimas. 
 El T-RFLP es una herramienta de complejidad técnica relativamente rápida e 
independiente del cultivo de microorganismos, lo que resulta en un método simple y 
accesible para su aplicación en muchos laboratorios. Asimismo, el método presenta 
alta sensibilidad, detecta genomas que se encuentran en proporciones tan bajas como 
el 1% del total de la comunidad [221]. Estas características, sumado a su demostrada 
capacidad para describir estructuras microbianas de diversos ambientes incluyendo 
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suelo: [217], [218], [221]–[223], microbiota de intestino humano [38], comunidades 
endófitas [135], [224], [225] y lodos activados [226], [227] entre otros, justificaron en 
este trabajo, el uso de T-RFLP como otro criterio de análisis de la comunidad 
diazotrófica potencial.  
Objetivo general 
 Estudiar la población diazotrófica del suelo mediante la técnica de 
“Polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción terminales” (del inglés 
Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism). 
Objetivos específicos 
- Determinar los perfiles T-RFLP del gen nifH de distintas muestras de 
suelo argentino y compararlos mediante análisis de conglomerados. 
- Realizar una asignación taxonómica tentativa de los fragmentos de 
restricción terminal empíricos mediante un análisis comparativo de 
restricción in silico. 
Resultados y Discusión 
Algunas consideraciones experimentales 
 Se analizaron 15 muestras de suelo (Tabla IV.1) y las amplificaciones (por 
triplicado) se llevaron a cabo de forma independiente a partir del ADN metagenómico 
de dos réplicas biológicas de suelo. Los amplicones de un mismo sitio-tratamiento se 
combinaron en una sola muestra (pool nifH). Se realizó separadamente la incubación 
con las enzimas de restricción MspI y HaeIII. Por conveniencia denominaremos perfil 
T-RFLP al registro de los fragmentos de tamaños diferentes marcados con 
fluorescencia, los cuales son detectados como picos de emisión. El conjunto de los 
picos después de la corrida en el instrumento, conforman para cada muestra el 
llamado electroferograma. 
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Tabla IV.1. Sitios analizadas por T-RFLP. Se muestran los sitios de colección y sus respectivas 
abreviaturas. BPA corresponden a suelos cultivados en siembra directa con Buenas Prácticas Agrícolas, 
PPA a suelos cultivados en siembra directa con Pobres Prácticas Agrícolas y NC a suelos No 
Cultivados con pasturas silvestres naturales. 
Abreviatura  Lugar de muestreo del suelo Tratamiento agrícola 
S1 CSD  Establecimiento productivo “La Estrella” Cultivado bajo Siembra Directa 
S1 NC  Establecimiento productivo “La Estrella” No Cultivado 
S2 CSD  Establecimiento productivo “La Negrita” Cultivado bajo Siembra  Directa 
S2 NC  Establecimiento productivo “La Negrita” No Cultivado 
S3 CSD  Establecimiento productivo “Criadero Klein” Cultivado bajo Siembra Directa 
S3 NC  Establecimiento productivo “Criadero Klein" No Cultivado 
S4 CSD  Unidad Experimental INTA Balcarce Cultivado bajo Siembra Directa 
S4 LC  Unidad Experimental INTA Balcarce Labranza Convencional 
S4 NC  Unidad Experimental INTA Balcarce No Cultivado 
S5 CSD BPA  Pergamino Cultivado bajo Siembra directa y Buenas Prácticas Agrícolas 
S5 CSD PPA  Pergamino Cultivado bajo Siembra directa y Pobres Prácticas Agrícolas 
S5 NC  Pergamino No Cultivado 
S6 CSD BPA  Viale Cultivado bajo siembra directa y Buenas Prácticas Agrícolas 
S6 CSD PPA  Viale Cultivado bajo siembra directa y Pobres Prácticas Agrícolas 
S6 NC  Viale No Cultivado 
Etapas preliminares de optimización de T-RFLP 
a. Selección de cebadores para la reacción PCR de amplificación del gen nifH 
Según Schütte et al. 2008 los cebadores elegidos para un análisis de T-RFLP deben 
ser específicos y lo suficientemente degenerados para permitir amplificar solo el 
grupo taxonómico de interés y cubrir la diversidad poblacional existente dentro del 
grupo [228]. En el trabajo de Poly et al. 2001 se estudió la diversidad de secuencias 
del gen nifH en suelo mediante la técnica de polimorfismos en la longitud de los 
fragmentos de restricción (RFLP), y propusieron tres parámetros esenciales para tener 
en cuenta en la selección de cebadores nifH: - los cebadores deben ser capaces de 
amplificar secuencias nifH de un amplio rango de bacterias fijadoras de N2, - la 
amplificación debe ser específica y, - el tamaño del producto de amplificación por 
PCR debe ser lo suficientemente grande para permitir obtener perfiles de fragmentos 
de restricción representativos de la diversidad de fijadores de nitrógeno [222]. 
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 Gaby y Buckley et al. 2012 analizaron varios cebadores universales y otros 
específicos de grupos usados comúnmente para la amplificación del gen nifH [229]. 
Por una lado, los autores evaluaron in silico la capacidad de amplificación 
encontrando que solo 15 de los 51 cebadores universales analizados presentaron la 
potencialidad para amplificar más del 90% de las secuencias nifH anotadas en la base 
de datos pública, el resto solo amplificaba menos del 50% de las mismas. Por otro 
lado, evaluaron empíricamente la capacidad de amplificación de estos 15 cebadores 
universales a partir de muestras de suelo y de una colección de cepas fijadores de 
nitrógeno. Hallaron que solo 3 pares de cebadores amplificaron satisfactoriamente 
genes nifH, es decir generaron el producto de PCR del tamaño esperado de todas las 
cepas fijadores de nitrógeno y muestras de suelo evaluadas, y no hubo 
amplificaciones en los controles negativos. 
 Dado que el análisis empírico de los cebadores para la amplificación de nifH 
en el estudio realizado por Gaby y Buckley et al. 2012 fue exhaustivo, se utilizó dicho 
trabajo como referencia para seleccionar los cebadores nifH (Tabla IV.2) y llevar a 
cabo análisis exploratorios empíricos en nuestras muestras de suelo (Tabla IV.1). Los 
cebadores evaluados aquí también han sido ampliamente utilizados en muestras 
ambientales y en especial en el suelo [87], [129], [230]–[238]. 
Tabla IV.2. Pares de cebadores evaluados para la amplificación del gen nifH en el presente capítulo. 
Par de cebadores Posición
a
 Tamaño
b
 Referencia 
PolF/PolR 115-476 362 [222] 
nifH3/nifH4 22-494 473 [131] 
nifH1/nifH2 115-476 362 [141] 
19F/nifH3 19-494 476 [130], [131] 
nifH11/nifH22 118-476 359 [129] 
                                                                                                                                                                                                                                                         
a. Posición del amplicón en nifH relativo a A. vinelandii (Genbank ACCN# M20568) 
b. Tamaño del amplicón en bp esperado de nifH. 
 Se evaluaron los cebadores nifH1/nifH2, nifH3/nifH4, 19F/nifH3 y 
nifH11/nifH22 mediante la reacción PCR de tipo anidada como ya fuese descripto 
previamente [129], [131]. Utilizando la combinación de los cebadores nifH3/nifH4 
(1er. PCR) - nifH1/nifH2 (2da. PCR no se detectó amplificación en algunas muestras de 
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suelo ensayadas (Tabla IV.1), incluso en aquellos ensayos en que se intentó optimizar 
variables que mejoran el desempeño de la PCR como la temperatura de hibridación y 
la concentración de MgCl2. 
 Los cebadores (nifH3/nifH4) fueron diseñados para amplificar el gen nifH a 
partir de ambientes acuáticos y el par nifH1/nifH2 para la amplificación de secuencias 
nifH de cianobacterias (Trichodesmium thiebautii) [141], lo que podría explicar el 
desempeño limitado que se observó para ciertas muestras de suelo.  
 Con respecto al uso combinado de los cebadores 19F/nifH  (1er. PCR) y 
nifH11/nifH22 (2da. PCR) se logró la amplificación del gen nifH en todas las muestras 
de suelo evaluadas, así como también cuando se emplearon los cebadores PolF/PolR. 
Ha sido demostrado por Poly et al. 2001 que los cebadores PolF/PolR no solo 
amplifican satisfactoriamente secuencias nifH de 19 cepas de referencia, sino también 
permiten la amplificación a partir de ADN de muestras de suelo [222]. Estos 
cebadores que continúan siendo muy utilizados en estudios del gen nifH han 
permitido revelar una amplia diversidad de secuencias nifH del suelo [121], [230], 
[235].  
 Contrariamente, los estudios in silico de Gaby y Buckley et al. 2012 muestran 
que el par cebadores PolF/PolR cubre potencialmente solo el 25% de la diversidad 
nifH de la base de datos utilizada por los autores [229]. Esta baja proporción aparente 
puede estar relacionada con una evaluación parcial de los cebadores en cepas de 
referencia que incluyeran representantes del cluster 1A (Deltaproteobacteria), cluster 
III (Deltaproteobacteria y Verrumicrobia) y Cianobacterias. Poly et al. 2001 solo 
testearon cepas de referencia que consistieron en representantes de Alpha-, Beta-, y 
Gammaproteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria. Si bien experimentalmente estos 
cebadores amplifican satisfactoriamente secuencias nifH a partir de muestras de ADN 
metagenómico de suelo, se decidió no utilizarlos en el ensayo de T-RFLP debido a su 
relativa baja cobertura para ciertos de grupos de diazótrofos ampliamente distribuidos 
en suelo [229]. No obstante, el juego de cebadores 19F/nifH3 presentó un 90% de 
cobertura in silico sobre los diversos grupos taxonómicos que poseen nifH [229]. 
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 Entonces, si bien en una PCR anidada se potencian los desvíos asociados a 
esta metodología, cuando se combina con condiciones de reacción de rigurosidad baja 
permite amplificar una diversidad más amplia de templados. Además, se procuró 
seleccionar aquellos cebadores nifH que mejor se ajustaron a los criterios descriptos 
por Poly et al. 2001, relacionados a la especificidad, a la cobertura de la diversidad de 
secuencias nifH y al tamaño de producto de amplificación apropiado para una 
posterior digestión enzimática. Es por ello, que se decidió utilizar la PCR anidada con 
el juego de cebadores 19F/nifH3 y nifH11/nifH22 para el estudio del gen nifH 
mediante T-RFLP. 
b. Selección de endonucleasas para la digestión del pool de amplicones de nifH 
 En la detección de polimorfismos en ADN comúnmente se utilizan enzimas 
que reconocen sitios de cuatro pares de bases dada la mayor probabilidad de hallar 
estos sitios en una secuencia dada. También, varios investigadores han demostrado el 
aumento de capacidad de discriminación y resolución del método al incorporar varias 
endonucleasas [38], [41], [222], [239]. Las enzimas MspI y HaeIII han sido 
ampliamente utilizadas en el análisis T-RFLP o RFLP de nifH en muestras 
ambientales [130], [217], [222], [223], [230], [238], [240], [241].  
 Engebretson y Moyer et al. 2003 evaluaron la capacidad de 18 enzimas de 
restricción para resolver T-RFs únicos a partir de comunidades modelos, sugiriendo 
que solo cuatro de las enzimas entre ellas MspI presentaron el mejor desempeño 
[242]. También concluyeron que para aquellas comunidades con más de 50 OTUs 
(Unidades Taxonómicas Operativas) ninguna de las enzimas podía resolver más del 
70% del total de OTUs. Si bien los suelos presentan una alta diversidad de secuencias 
nifH [83] y un elevado número de OTUs relacionado a la comunidad diazotrófica 
[121], se consideró que MspI y HaeIII por sus capacidades ya demostradas de 
discriminar filotipos y resolver grupos filogenéticos de diazótrofos eran buenas 
candidatas para el análisis de T-RFLP. Además, estas enzimas no generan cortes en 
los cebadores seleccionados para la amplificación del gen nifH. 
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c. Ensayos de PCR anidada 
 En este trabajo se utilizó la reacción de PCR anidada descripta en el trabajo de 
Yeager et al., 2004 donde el tamaño de amplicón nifH obtenido en todas las muestras 
de suelo analizadas fue el esperado de 359 pb [129]. En la electroforesis en gel de 
agarosa se observó la banda de 359 pb y además otra banda inespecífica de 
aproximadamente 900 pb (Figura IV.2). La co-amplificación de la banda inespecífica 
resultó tenue, y ha sido previamente descripta en un trabajo de Fürnkranz et al. 2008 
donde utilizaron los mismos cebadores para la amplificación de nifH [238]. 
 El trozo de agarosa correspondiente al fragmento de 359 pb (nifH) fue aislado 
del gel y el ADN purificado fue incubado, en reacciones separadas, con las 
endonucleasas MspI y HaeIII. A modo de ejemplo, en la Figura IV.3, se muestra un 
gel analítico con las bandas correspondientes a la muestra de ADN-nifH después de la 
etapa de purificación para el caso de los suelos de Pergamino (S5) y Viale (S6). Se 
obtuvo un porcentaje de recuperación de ADN-nifH de más del 75% entre las diversas 
muestras. 
 
Figura IV.2. PCR anidada de nifH. Productos resultantes de la amplificación por PCR anidada del 
gen nifH a partir de ADN metagenómico de suelo. Calles 1-5: S1, S2, S3, S4 BPA y S4 LC; Calles 6-9: 
S1, S2, S3 y S4 NC. (+) y (-) corresponden al control positivos (resina de Azotobacter vinelandii) y 
negativo de la PCR, respectivamente. En el margen izquierdo de la figura, la punta de flecha roja indica 
el fragmento de 359 pb de nifH. En el margen derecho se muestra los tamaños del marcador de peso 
molecular (MPM) de 100pb (PB-L Productos Bio-Logicos ®).  
 En la Tabla Suplementaria IV.1 se detalla el rendimiento y pureza de ADN-nifH 
medida por espectroscopia UV. El rendimiento de ADN-nifH presentó valores en el 
rango de 1 a 2 µg g-1 de suelo. La pureza evaluada mediante la relación de los valores 
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de absorbancia (A260/280 y A260/230) indicó bajo contenido de contaminantes como 
ARN, proteínas y ácidos húmicos. Por lo tanto, fue factible utilizar dicho ADN-nifH 
para el análisis de T-RFLP 
d. Resolución y alineamiento de los perfiles T-RFLP 
Los fragmentos de restricción terminal presentando la marca fluorescente (FAM) en 
el extremos 5’, se identificaron en la mezcla de los fragmentos resultantes de la 
incubación con las enzimas de restricción MspI y HaeIII mediante electroforesis 
capilar. Se adopta la abreviatura T-RFs para hacer referencia a los fragmentos 
terminales con la marca fluorescente. Es esperable que la incubación de ADN de 
muestras ambientales con las enzimas de lugar a una mezcla compleja de fragmentos 
proveniente de diferentes genomas, y esto genere en particular una diversidad de 
tamaños de fragmentos terminales (Figura IV.4).  
 
Figura IV.3. Purificación de los amplicones nifH. Foto de un gel analítico de agarosa 1% mostrando 
la banda obtenida después de la purificación de ADN nifH, indicado por la flecha de punta roja en el 
margen derecho de la figura. El ADN fue purificado del taco de agarosa a partir del gel, utilizando el 
kit comercial NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel. Las abreviaturas S5 y S6 corresponden a los 
sitios de Pergamino y Viale, respectivamente. BPA y PPA corresponde a los manejos buenas prácticas 
agrícolas y pobres prácticas agrícolas, respectivamente. NC a suelo no cultivado. 
 La utilización del programa PeakScannerTM permitió editar y evaluar 
manualmente la calidad de los perfiles T-RFLP para su posterior alineamiento 
mediante la herramienta bioinformática T-Align. Los datos de los perfiles T-RFLP se 
dispusieron en una matriz, donde cada columna correspondió a una muestra y en cada 
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fila se halló la proporción del área de fluorescencia de los T-RFs (Tabla 
Suplementaria IV.5). 
 La base de datos de T-RFs para encarar los diferentes análisis, comprendió 22 
T-RFs revelados a partir de la incubación de los amplicones nifH con MspI, mientras 
que con HaeIII resultó en 33 T-RFs. Aquellos T-RFs revelados por la incubación con 
MspI o HaeIII se referirán como T-RF pb_MspI y T-RF pb_HaeIII, respectivamente. 
 
 
Figura IV.4. Ejemplo de perfiles T-RFLP observados con la enzima de restricción MspI en nifH 
amplificado directamente de muestras de suelo. (A) y (B) son réplicas técnicas de la electroforesis 
capilar, dos submuestras de la mezcla de digestión se analizaron en la misma corrida electroforética en 
el secuenciador automático. Los picos azules corresponden a los fragmentos de la muestra y los picos 
rojos al marcador interno de tamaño LIZ-GS500 (-250). 
Evaluación de la reproducibilidad del método T-RFLP 
 Es importante en cualquier metodología molecular que genera perfiles de 
comunidades microbianas, evaluar el grado de reproducibilidad del procedimiento 
para así generar confianza y credibilidad a las conclusiones realizadas sobre las 
comparaciones de similitud entre las comunidades. Además, el uso de T-RFLP como 
una técnica semi-cuantitativa así como describió Liu et al. 1997 requiere eliminar o 
definir cuantitativamente cualquier variación entre réplicas [38].  
 A continuación se describen las variables utilizadas para evaluar la 
reproducibilidad de la metodología de T-RFLP, en el análisis comparativo de la 
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estructura de las comunidades diazotroficas en muestras de suelos provenientes de la 
Región Pampeana Argentina. Los parámetros seleccionados consistieron en la 
presencia/ausencia de los T-RFs y/o en la altura de los picos. Estos análisis 
permitieron además establecer ciertos criterios de estandarización a la hora de 
procesar y evaluar los perfiles T-RFLP generados. 
a. Variación Intra/Inter gel 
 Para investigar la variación debida a la técnica electroforética, intra e inter gel, 
los productos de amplificación por PCR (200 ng de templado) se incubaron con la 
enzima MspI y se dividió el producto de digestión en tres submuestras (a, b y b’). Por 
un lado, se intentó evaluar la variación intra gel corriendo simultáneamente dos 
submuestras (a y b) en la misma corrida electroforética, llamados aquí “duplicados 
técnicos”. Algunas duplicados presentaron perfiles similares como se muestra en la 
Tabla IV.3, mientras que en otras muestras (ej. S2 NC, S4 LC y S5 NC) las réplicas 
presentaron T-RFs adicionales con bajo nivel de fluorescencia, no más de 250 UFR 
(unidades relativas de fluorescencia) como se muestra en la Tabla IV.4. 
 Por otro lado, con el propósito de evaluar la variación inter gel se corrió la 
submuestra b’ en un gel distinto y el perfil T-RFLP fue comparado con el obtenido 
para la submuestra a’ previamente descripta. Como se muestra en la Tabla IV.3, la 
mayoría de los T-RFs fueron compartidos entre las submuestras, y en el caso de las 
muestras S1 CSD, S4 LC y S5 NC se reveló al menos un fragmento de restricción 
terminal distinto entre las réplicas. Aquí también los valores de URF correspondientes 
a la altura de tales T-RFs fueron bajos y variaron entre 80 a 210 unidades (Tabla 
IV.5), representando menos del 4% del total de la fluorescencia en dichas muestras. 
 Entonces si la variación se debió al sistema de detección del equipo, a la carga 
de las muestras o a una diferencia en la cantidad inicial de templado de ADN, sería de 
esperar que los T-RFs que variaron tanto por su presencia como por su ausencia 
correspondieron a los que presentaron picos con una señal relativamente muy baja. 
Teniendo en cuenta esta consideración, todos los T-RFs que presentaron valores altos 
de URF (> 300) estuvieron presentes en los perfiles de ambas réplicas intra e inter gel 
(Tablas IV.4 y IV.5). 
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Tabla IV.3. Reproducibilidad de los perfiles de T-RFLP generados a partir de la incubación de los 
amplicones nifH con la enzima MspI. Número de T-RFs, indica el número de fragmentos de restricción 
terminal observado en cada submuestra (a y b). 
 Muestra Número de T-RFs*                        Total T-RFs compartidos Variable 
  
a b 
 
INTRA GEL 
S1 CSD 6 6 6 
S2 NC 11 12 11 
S3 NC 7 7 7 
S4 LC 10 8 8 
S5 NC 7 6 6 
INTER GEL 
S1 CSD 6 7 6 
S2 NC 11 11 11 
S3 NC 7 7 7 
S4 LC 10 8 8 
S5 NC 7 5 5 
 
  También se evaluó la variabilidad en términos de altura de los picos intra e 
inter gel. Para ello, se calculó el porcentaje de la desviación estándar (SD %) del 
promedio de la altura de los picos presentes en los perfiles T-RFLP de ambas réplicas. 
En la Tabla IV.4 se muestran los valores de SD de los T-RFs intra gel, indicando que 
la mayoría presentó una variación menor al 15%, excepto el fragmento más pequeño 
(30 pb) el cual presentó valores de variación elevados (43 al 57%) comparados con 
los otros T-RFs en todos los perfiles analizados. Con respecto a los valores de SD 
obtenidos para los T-RFs analizados en geles distintos, se observó también que los 
picos más pequeños presentaron la mayor variación, alcanzando valores de hasta un 
43%. Para el resto de los T-RFs se observaron valores de SD menores al 14%. 
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Tabla IV.4. Variación intra gel de la altura de los picos en los perfiles T-RFLP generados a partir de la 
incubación de los amplicones nifH con la enzima MspI.  
Muestra Tamaño (pb) 
Altura * 
Altura (±)** SD (%) 
a b 
S1 CSD 30 393 209 301 ± 130.1 43.2 
 
71 5886 5834 5860 ± 36.8 0.6 
 
146 1034 1046 1040 ± 8.5 0.8 
 
154 107 114 110.5 ± 4.9 4.5 
 
160 115 122 118.5 ± 4.9 4.2 
  161 212 216 214 ± 2.8 1.3 
S2 NC 30 185 370 277.5 ± 130.8 47.1 
 
69 1550 1532 1541 ± 12.7 0.8 
 
109 116 118 117 ± 1.4 1.2 
 
111 110 106 108 ± 2.8 2.6 
 
115 616 626 621 ± 7.1 1.1 
 
140 101 103 102 ± 1.4 1.4 
 
145 
 
243 
  
 
147 1994 2014 2004 ± 14.1 0.7 
 
156 1253 1281 1267 ± 19.8 1.6 
 
160 629 650 639.5 ± 14.8 2.3 
 
162 589 590 589.5 ± 0.7 0.1 
  177 165 170 167.5 ± 3.5 2.1 
S3 NC 30 187 370 278.5 ± 129.4 46.5 
 
71 589 727 658 ± 97.6 14.8 
 
114 179 215 197 ± 25.5 12.9 
 
145 329 391 360 ± 43.8 12.2 
 
147 1982 2376 2179 ± 278.6 12.8 
 
156 204 249 226.5 ± 31.8 14 
  162 606 722 664 ± 82 12.4 
S4 LC 30 434 186 310 ± 175.4 56.6 
 
71 1318 1066 1192 ± 178.2 14.9 
 
115 334 259 317 ± 24 7.6 
 
144 351 276 335.5 ± 21.9 6.5 
 
147 2811 2288 2549.5 ± 369.8 14.5 
 
154 344 283 313.5 ± 43.1 13.8 
 
157 754 614 684 ± 99 14.5 
 
159 138 105 141.5 ± 4.9 3.5 
 
161 109 
   
 
162 103 
     177 251 277 264 ± 18.4 7 
S5 NC 30 330 263 296.5 ± 47.4 16 
 
70 355 367 361 ± 8.5 2.4 
 
114 147 149 148 ± 1.4 1 
 
115 
 
210 
  
 
147 3826 3971 3898.5 ± 102.5 2.6 
 
160 80 
     161 481 512 496.5 ± 21.9 4.4 
* a y b corresponden a los duplicados técnicos. ** Altura promedio del pico. 
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Tabla IV.5. Variación inter gel de la altura de los picos en los perfiles T-RFLP generados a partir de la 
incubación de los amplicones nifH con la enzima MspI. 
Muestra Tamaño (pb) 
Altura * 
Altura (±)** SD (%) 
a b' 
S1 BPA 30 393 325 359 ± 48.1 13.4 
 
69 
 
115 
  
 
71 5886 5700 5793 ± 131.5 2.3 
 
147 747 789 768 ± 29.7 3.9 
 
154 107 105 106 ± 1.4 1.3 
 
160 115 160 123.5 ± 12 9.7 
 
161 212 231 221.5 ± 13.4 6.1 
S2 NC 30 185 141 163 ± 31.1 19.1 
 
69 1550 1081 1565.5 ± 21.9 1.4 
 
109 116 154 120 ± 5.7 4.7 
 
111 110 119 114.5 ± 6.4 5.6 
 
115 616 620 618 ± 2.8 0.5 
 
140 101 120 110.5 ± 13.4 12.2 
 
147 1994 2050 2022 ± 39.6 2 
 
156 1253 1245 1249 ± 5.7 0.5 
 
160 629 629 
  
 
162 589 685 637 ± 67.9 10.7 
 
177 165 136 150.5 ± 20.5 14 
S3 NC 30 187 274 230.5 ± 61.5 26.7 
 
71 589 823 606 ± 24 4 
 
114 179 170 174.5 ± 6.4 3.6 
 
145 329 336 332.5 ± 4.9 1.5 
 
147 1982 3706 1844 ± 195.2 10.6 
 
156 204 235 219.5 ± 21.9 10 
 
162 606 935 670.5 ± 91.2 13.6 
S4 LC 30 434 231 332.5 ± 143.5 43.2 
 
71 1318 1748 1433 ± 162.6 11.3 
 
115 334 210 
 
5.3 
 
144 351 247 349 ± 2.8 0.8 
 
147 2811 2784.5 2797.75 ± 18.7 0.7 
 
154 344 314 329 ± 21.2 6.4 
 
157 754 500 702 ± 73.5 10.5 
 
159 138 
   
 
161 109 
   
 
162 103 108 105.5 ± 3.5 3.4 
S4 NC 30 330 263 296.5 ± 47.4 16 
 
70 355 367 361 ± 8.5 2.4 
 
114 147 149 148 ± 1.4 1 
 
115 
 
210 
  
 
147 3826 3971 3898.5 ± 102.5 2.6 
 
160 80 
     161 481 512 496.5 ± 21.9 4.4 
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 Por lo tanto, se encontró que la variación inherente a la técnica electroforética, 
intra e inter gel, es baja, y se limita principalmente a la presencia/ausencia de T-RFs 
de pequeño tamaño (en pb) o de baja señal. Considerando este resultado y dado que el 
marcador interno de tamaño utilizado en las corridas electroforéticas presenta un 
rango de fragmentos comprendido entre 35 y 500 pb, en los análisis que preceden se 
excluyeron aquellos T-RFs menores a 35 pb y se consideraron aquellos T-RFs con 
una altura de pico ≥ a 300 UFR. 
 En el trabajo de Osborn et al. 2000 evaluaron la robustez del método T-RFLP 
para el estudio de la estructura y dinámica de comunidades microbianas a partir de 
muestras de ADN de suelos, observando que los valores de SD (%) del promedio de 
la altura de los picos en su mayoría fueron ≤ al 11% entre T-RFs en réplicas intra e 
inter gel [41]. Además, revelaron que el porcentaje de desviación de los fragmentos 
de menor tamaño (43 y 46 pb) alcanzaba valores de SD de hasta el 18% debido a la 
cercanía a los límites de detección del secuenciador [40].  
b. Variación introducida en la etapa de PCR 
 Se evaluó la variabilidad generada en la etapa de amplificación por PCR 
analizando dos replicas (a y b) que fueron amplificadas en forma separadas usando 
submuestras del mismo molde de ADN metagenómico. Esto se ensayó con cinco 
muestras de suelo (S1 CSD, S2 NC, S3 NC, S4 LC y S4 NC). Los amplicones fueron 
incubados separadamente con las endonucleasas MspI y HaeIII generando 
respectivamente dos perfiles T-RFLP. Los T-RFs con altos valores UFR (mayor a 250 
UFR) fueron reproducibles en ambos perfiles T-RFLP de cada muestra. Por el 
contrario, algunos T-RFs que presentaron bajos valores de UFR (< al 3% del total de 
UFR) no estuvieron presentes en las réplicas para ambas enzimas (Tablas 
Suplementarias IV.2 y IV.3). 
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 Los perfiles T-RFLP se compararon aplicando la prueba estadística t-Student 
(p≤0.05) a los valores de fluorescencia correspondiente a la integración de todos los 
picos del electroferograma, y no se consideraron aquellos T-RFs con una altura menor 
a 250 UFR. En la Figura IV.5 se muestra los valores promedio de fluorescencia total y 
los desvíos correspondientes para cada muestra y réplica. Ninguno de los perfiles T-
RFLPs generados a partir de la incubación de los amplicones nifH con MspI y HaeIII 
presentaron diferencias significativas entre las réplicas. Los valores de p para MspI 
fueron los siguientes: S1 CSD: 0.09, S2 NC: 0.26, S3 NC: 0.08, S4 LC: 0.17 y  S4 
NC: 0.11 y en el caso de HaeIII S1 CSD: 0.73, S2 NC: 0.66, S3 NC: 0.80, S4 LC: 
0.56 y S4 NC: 0.99. 
 
 
Figura IV.5. Reproducibilidad de la etapa de PCR. Se muestran en distinto color los perfiles T-
RFLP de las muestras de suelos S1 CSD, S2 NC, S3 NC, S4 LC y S4 NC que se obtuvieron a partir de 
incubación de los amplicones nifH (a y b) con las endonucleasas MspI y HaeIII. En el eje Y se 
representa el valor de fluorescencia correspondiente a la integración de todos los picos del 
electroferograma.  
c. Variación en el tratamiento enzimática 
 Los amplicones nifH de 2 muestras de ADN de suelo (S3 CSD y S4 NC) 
fueron digeridos en duplicado (a y b) con MspI o HaeIII y la mezcla analizada en la 
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misma corrida electroforética con el propósito de evaluar la variabilidad debido a 
distintas reacciones de digestión enzimática. Como se muestra en la Figura 
Suplementaria IV.1, en el caso de los dos tratamientos, el resultado de los perfiles T-
RFLP en los duplicados fue comparable sin diferencias significativas entre ellos y los 
valores de p fueron los siguientes: S3 CSD 0.11 y S4 NC 0.35 para MspI; S3 CSD 
0.32 y S4 NC 0.67 para HaeIII. Además, todos los T-RFs fueron reproducibles en 
ambos duplicados de digestión con ambas enzimas de restricción (Tabla 
Suplementaria IV.4 y Figura Suplementaria IV.1). 
d. Variación en el método completo de T-RFLP 
 El ensayo de T-RFLP, desde la amplificación por PCR hasta la resolución de 
los T-RFs por electroforesis capilar, se realizó por duplicado a partir de 2 submuestras 
del mismo ADN metagenómico de 15 muestras de suelo (Tabla IV.1). Se observó que 
la presencia y/o ausencia de T-RFs en una réplica se correspondió con picos de baja 
abundancia (alturas de picos menores a 300 unidades relativas de fluorescencia) y 
representación menor al 1% del total del área de fluorescencia. Se calculó la similitud 
de los perfiles T-RFLP basada en la medida de Bray-Curtis que tiene en cuenta tanto 
la ausencia y presencia de OTUs como su abundancia [76]. Los valores de similitud 
entre los perfiles T-RFLP de la misma muestra oscilaron entre 0.92 y 0.99 para la 
digestión con MspI y entre 0.80 a 0.92 para la digestión con HaeIII. 
 En el trabajo de Li et al. 2007, donde evaluaron la reproducibilidad del método 
de T-RFLP para la estudiar la microbiota del intestino humano, revelaron que 
aquellos T-RFs con una representación menor al 1% del total del área de 
fluorescencia del perfil de la comunidad, no era significativamente distinto al ruido 
del fondo inherente al método [243]. Asimismo, en otros trabajos también utilizaron 
dicho valor de corte, para excluir de los análisis los T-RFs con un área relativa de 
fluorescencia <1% del total [240], [244]. 
 En resumen, en esta sección “Evaluación de la reproducibilidad del método T-
RFLP” se mostraron los resultados de los análisis de reproducibilidad donde se 
evaluaron varios de los parámetros que pueden influenciar significativamente la 
variación de los perfiles de T-RFLP. De los parámetros analizados, ninguno presentó 
un efecto significativo en la variación de los perfiles T-RFLP lo que demuestra una 
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alta reproducibilidad del método. Aun así, se detectaron factores que se pueden 
corregir para optimizar la aplicación del mismo. Se observaron los mayores valores de 
variación de corridas (inter/intra gel) en fragmentos de tamaño comprendido entre 30 
y 35 pb. A partir de estos análisis exploratorios de reproducibilidad se concluyó 
excluir, una vez alineados los perfiles T-RFLP, aquellos T-RFs cuyo tamaño fue 
menor a 35 pb. También se reparó en la importancia de que el perfil T-RFLP 
consenso de cada muestra se genere a partir de la corrida de al menos dos replicas 
técnicas. Como se describió, hubo ciertos T-RFS revelados o ausentes en determinado 
perfil, y si solo se considerase tal perfil se podría sobreestimar o subestimar el número 
total de T-RFs presentes en una comunidad. Por lo tanto, en el presente trabajo cada 
muestra fue analizada en duplicado en la corrida electroforética y solo aquellos T-RFs 
reproducibles en ambas replicas técnicas fueron considerados “verdaderos” y luego 
alineados. Por último, una vez alineados los T-RFs y sus abundancias normalizadas, 
los T-RFs que presentaron una baja proporción, ya sea picos con una altura <300 URF 
o representando <1% del total del área de fluorescencia, fueron excluidos de los 
análisis posteriores considerando que podrían corresponder a picos espuriosos o al 
ruido de fondo del método. 
Análisis comparativo de las poblaciones diazotróficas de suelo mediante T-RFLP. 
a. Composición de los perfiles de T-RFLP del gen nifH 
 En esta sección se describe el análisis comparativo de los perfiles T-RFLP del 
gen nifH obtenidos a partir del ADN metagenómico de 15 muestras de suelo (Tabla 
IV.1). Con el propósito de mostrar la distribución relativa de los T-RFs en las distintas 
muestras de suelo, se realizó una representación gráfica (heatmap) de los valores 
cuantitativos de los T-RFs (Figura IV.6). 
 En la Figura IV.6 se observó que la digestión con las enzimas de restricción 
MspI y HaeIII permitió detectar 22 y 33 T-RFs, respectivamente. Estos T-RFs 
presentaron un tamaño comprendido entre 69 pb a 338 pb para MspI y 37 pb a 356 pb 
para HaeIII. La cantidad de fragmentos de restricción terminal encontrados en los 
diferentes sitios varió de 11 a 16 fragmentos. El número de los fragmentos de 
restricción terminales refleja la diversidad y heterogeneidad de la población 
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diazotrófica en una muestra. En general, en la mayoría de los sitios, los suelos 
cultivados presentaron un mayor número de T-RFs comparado con los suelos no 
cultivados, excepto en los sitios S3 y en S6. En particular, en el suelo no cultivado de 
S6 se encontró el mayor número de T-RFs, lo que podría estar indicando una mayor 
variedad de secuencias nifH en este suelo. Coincidentemente, mediante secuenciación 
masiva y profunda de genes nifH de las mismas muestras de Viale, se halló que el 
suelo no cultivado presentaba los mayores valores de diversidad [121].  
 A pesar de la técnica de T-RFLP pone de manifiesto principalmente las 
secuencias nifH de los microorganimos más abundantes, y que un T-RF no 
necesariamente representa un taxón particular (ya que el fragmento puede ser 
generado por distintos taxa que tengan un mismo sitio de restricción), la 
caracterización de una muestra a partir del análisis de la diversidad de fragmentos sí 
permite hacer inferencias indirectas sobre la diversidad de la muestra, como ha sido 
reportado en análisis de comunidades de suelos por Noguez et al. 2005 [245], por 
Fierer y Jackson et al. 2006 [196] y por Reed y Martin et al. 2013 [246]. Así, el 
patrón de fragmentos obtenidos por T-RFLPs para estas muestras de suelo indica una 
mayor diversidad de taxa fijadores de N2 en los suelos cultivados de los sitios S1, S2, 
S4 y S5, en S3 y S6 por el contrario, la comunidad diazotrófica del suelo no 
perturbado fue la más diversa. 
 Se observaron rasgos que merecen remarcarse en cuanto a la distribución de 
los T-RFs asociados con la región geográfica de los sitios, o con el uso (cultivado/no 
cultivado) del suelo y/o manejos agrícolas (BPA, PPA y LC). Algunos T-RFs fueron 
detectados en la mayoría de los suelos analizados. Los T-RFs de 161 pb_MspI y 154 
bp_HaeIII estuvieron presentes en 14 y 13 de las 15 muestras totales, 
respectivamente. La proporción del área de fluorescencia varió del 1 al 12% para el T-
RF 161 pb_MspI y del 9 al 34% para 154 pb_HaeIII. Estos T-RFs generalistas 
podrían describir la presencia de taxones ampliamente distribuidos en el hábitat suelo. 
Por otra parte, la fluorescencia del T-RF 154 pb_HaeIII fue en general mayor en los 
suelos cultivados (CSD), con respecto de los suelos no cultivados (NC). 
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 Otros T-RFs se asociaron particularmente con algún tipo de uso del suelo, 
como los T-RFs de 146 pb_MspI y 154 pb_MspI revelados en suelos cultivados. En 
particular, el T-RF 146 pb_MspI exhibió una elevada proporción de fluorescencia (del 
7% al 43%) en los perfiles T-RFLP. Con respecto a los distintos tratamientos bajo 
siembra directa, no se encontraron T-RFs específicos de los tratamientos BPA o PPA. 
Contrariamente, para el suelo bajo el manejo de labranza convencional (LC) se 
revelaron varios T-RFs propios, tales como los T-RFs 144 pb_MspI, 157 pb_MspI, 
159 pb_MspI, 151 pb_HaeIII y 153 pb_HaeIII y en particular, este último presentó 
una elevada proporción del área de fluorescencia (18%).  
 Por otro lado, se encontraron algunos T-RFs específicos de sitio. Los T-RFs 37 
pb_HaeIII, 61 pb_HaeIII, 65 pb_HaeIII y 71 pb_HaeIII se encontraron únicamente en 
el sitio S6 (Viale), independientemente del uso o práctica agrícola. El T-RF de 65 
bp_HaeIII presentó una elevada proporción relativa del área de florescencia (10% al 
23%) mientras que los otros representaron <4% (Figura V. 8). 
 Concluyendo, se observaron T-RFs con una distribución diferencial asociada 
con el sitio, uso del suelo, o la práctica agrícola, y que además presentaron una 
proporción considerable dentro de la comunidad fijadora de N2 libre, los cuales 
podrían ser útiles para el desarrollo de marcadores o indicadores biológicos simples y 
eficientes de calidad de suelo. 
 En el trabajo de Fürnkranz et al. 2008 donde analizaron los perfiles T-RFLP 
de las bacterias de la filósfera de varias plantas superiores, encontraron que muchos 
T-RFs se compartían entre los distintos perfiles, pero que otros eran característicos de 
cada planta huésped [238]. Por otro lado, Tan et al. 2003 mediante T-RFLP estudió el 
efecto de la fertilización nitrogenada en la estructura de la comunidad diazotrófica 
asociada a raíces del cultivo de arroz, revelando que la aplicación de fertilizantes 
provoca un efecto marcado en el pool de genes nifH asociado a las raíces. Comparado 
con el arroz sin fertilizar 8 a 10 T-RFs no se detectan en los cultivos fertilizados, y 
solo se encontró un T-RF que además presentó un tamaño diferente [218]. 
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Figura IV.6. Heatmap de los tRFs revelados a 
partir de la digestión con MspI y HaeIII del pool 
nifH en varios suelos. En el margen izquierdo de la 
figura se muestran los tamaños en pb de los T-RFs. 
Las celdas en color blanco significan ausencia del 
T-RF en dicha muestra. La proporción relativa (%) 
del área de fluorescencia de cada tRF se representó 
por la gama de colores de azul (min) a rojo (máx.). 
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 Dichos estudios, al igual que los datos revelados aquí, ponen de manifiesto que 
la técnica de T-RFLP permite detectar cambios en los perfiles poblaciones asociados a 
distintas variables (uso del suelo, aplicación de fertilizantes, especies de plantas, entre 
otras), y esos cambios se reflejan en la presencia de determinado T-RF y/o en su 
abundancia. 
b. Relación entre las comunidades diazotróficas de suelo analizadas mediante 
los perfiles T-RFLP del gen nifH 
 Con el propósito de identificar asociaciones entre las diferentes comunidades 
diazotróficas de los suelos analizados, se realizó un análisis de conglomerado 
mediante el método de agrupamiento UPGMA sobre matrices de similitud basadas en 
la de distancia de Bray-Curtis. Para la construcción de la matrices se utilizaron los 
datos de abundancia de los T-RFs consensos cuya área de fluorescencia fue ≥ al 1% 
del total para (Tabla Suplementaria IV.5). 
 Como se observa en la Figura IV.7 se formaron tres grandes grupos a partir del 
análisis de clúster, referido como Grupo 1, 2 y 3, respectivamente. En el grupo 1 se 
agruparon la mayoría de los suelos cultivados (S1 a S4), y dentro de este grupo se 
separó el suelo bajo labranza convencional (LC) de los suelos cultivados bajo siembra 
directa (CSD). En el Grupo 2 se encontraron los suelos no cultivados (NC) de los 
sitios S1 a S5 y en un subgrupo separado los suelos cultivados de S5. Los suelos del 
sitio 6 conformaron el Grupo 3, en el cual también se separaron con un alto valor de 
bootstrapping los ambientes cultivados de los no cultivados. Concluyendo, el análisis 
de los perfiles T-FRLP del gen nifH nos muestra que en los suelos S1 a S4 la 
composición de la comunidad diazotrófica parece estar afectada mayormente por el 
uso del suelo. En contraste, en los suelos de Pergamino (S5) y Viale (S6) se observa 
que la localización geográfica fue el principal conductor de agrupamiento de las 
comunidades y en segunda instancia el uso del mismo. 
 En el trabajo de Poly et al. 2001 donde se utilizó la técnica de RFLP para 
estudiar la diversidad de genes nifH de bacterias diazotróficas de vida libre en suelos 
cultivados y suelos bajo pastura permanente, se encontró que los perfiles RFLP de las 
comunidades diazotróficas de los suelos bajo distinto uso, eran notablemente 
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diferentes entre sí [222]. También en suelos amazónicos la composición y diversidad 
de la comunidad bacteriana total analizadas por el método de T-RFLP del gen ARNr 
16S es afectada por los diferentes sistemas de uso del suelo [247]. 
 
Figura IV.7. Análisis de agrupamiento basado el coeficiente de similitud Bray-Curtis utilizando 
las abundancias normalizadas de los T-RFS nifH. (A) En el dendograma UPGMA de perfiles T-
RFLP del gen nifH, los colores hacen referencia a los distintos usos (NC y CSD) y manejos agrícolas 
(BPA, PPA y LC) del suelo. La escala de la barra representa los valores de porcentaje de similitud. 
Solo se muestran valores de bootstrapping ≥ a 50. (B) Mapa con la localización de los sitios de la 
Región Pampeana Argentina donde se realizó el muestreo de los suelos analizados. La línea vertical 
celeste en el dendrograma, indica el valor de corte de similitud, a partir del cual se dividen los tres 
grupos principales.  
 Por otro lado, en el trabajo de Girvan et al. 2003 determinaron mediante el 
análisis de perfiles T-RFLP del gen ARNr 16S en suelos cultivados, que el tipo de 
suelo fue el factor determinante de la composición de la comunidad bacteriana total 
en suelo [248]. Ramond et al. 2013 emplearon la técnica de T-RFLP para estudiar la 
estructura de la comunidad bacteriana rizosférica asociada al cultivo de sorgo en 
varios sitios, revelando que la ubicación geográfica fue una de las variables 
principales además, de ciertas variables químicas del suelo, del agrupamiento de las 
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comunidades microbianas asociadas a la rizosfera de sorgo [249]. Por lo tanto, al 
igual que para los resultados aquí expuestos, los manejos agronómicos, el tipo de 
suelo y la región geográfica pueden ser factores determinantes en la agrupación de 
perfiles T-RFLP de la comunidad bacteriana total, o de grupos específicos 
(diazótrofos).  
 A fin de identificar los principales T-RFs que se encuentran dirigiendo el 
ordenamiento de los suelos analizados, se llevó a cabo un análisis de componentes 
principal (PCA). El resultado se esté análisis se muestra en la Figura IV.8. La 
componente principal 1 representa el 46% de la variabilidad y separó los suelos 
cultivados de S1 a S4 de los no cultivados. Se observó que esta separación es 
resultado principalmente de 5 T-RFS, tres asociados a los suelos CSD, 70 pb_MspI, 
146 pb_MspI, y en menor grado 154 pb_HaeIII; y dos asociados a los suelos NC, 147 
pb_MspI y 315 pb_HaeIII (Figura IV. 6 y Tabla Suplementaria IV.5). Asimismo, la 
ocurrencia de los T-RFs de 71 pb_MspI y 65 pb_HaeIII separa los suelos de Viale 
(S6). En particular, el T-RF de 65 pb_HaeIII se reveló solo en Viale, y presentó una 
proporción mayor en el suelo NC (23%) en comparación con los suelos cultivados 
(Figura IV.6).  
 Con el objeto de analizar el efecto de distintos parámetros químicos del suelo 
(Tabla Suplementaria IV.6) en el ordenamiento de las comunidades diazotróficas se 
llevó a cabo un análisis de escalamiento multidimensional no-métrico (NMDS). En 
este tipo de análisis un valor de stress ideal no supera el valor de 0,1 y es confiable 
hasta un valor de 0,3 [79]. Como se muestra en la Figura IV. 9. el valor de stress 
obtenido usando dos dimensiones fue suficiente para una representación adecuada de 
las relaciones entre los datos originales. En este análisis exploratorio se observó que el 
gradiente humedad ejerció un efecto en la separación de los suelos tanto a nivel 
horizontal como vertical. En particular, la agrupación de los suelos del sitio Viale (S6) 
se relaciona con bajos valores de humedad y mayores valores de pH. Con respecto a 
la agrupación de los suelos cultivados en siembra directa de los sitios S1 a S4, esta 
podría asociarse principalmente con niveles bajos de N total, mientras que los suelos 
no cultivados S1 a S4 presentan mayores valores de humedad y N total. 
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Figura IV. 8. Análisis de componentes principales (PCA) utilizando los tRFs nifH que aportaron 
al menos el 1% del área de fluorescencia total en cada muestra. Solo se muestra el tamaño (pb) de 
los 7 T-RFs cuya magnitud y dirección fueron relevantes en este análisis. Los colores hacen referencia 
a los distintos usos (NC, no cultivado) y manejos agrícolas (siembra directa, CSD; con buenas 
prácticas, CSD BPA, con pobres prácticas CSD PPA y bajo labranza convencional, LC) del suelo. 
Restricción in silico de secuencias del gen nifH: Asignación taxonómica tentativa 
de los T-RFs 
 El método de T-RFLP permite inferir las asignaciones filogenéticas a partir de 
los tamaños de los T-RFs a través de recursos bioinformáticos, que predicen los 
tamaños de T-RFs para bacterias conocidas [250]. Dado que en nuestro laboratorio se 
disponía de los datos de pirosecuenciación del gen nifH para los sitios S5 (Pergamino) 
y S6 (Viale), se recuperaron las secuencias de aquellos OTUs que fueron identificados 
como abundantes [121]. El resultado de someter estas secuencias a la digestión in 
silico con las endonucleasas MspI y HaeIII fue comparado con los patrones 
experimentales de T-RFLP, asumiendo que los T-RFs resultaron de aquellos genomas 
más abundantes en el ADN metagenómico analizado.  
Tesis Doctoral Capítulo IV Priscila A. Calderoli 
131 
 
 
Figura IV. 9. NMDS biplot representando los diferentes suelos en base a la estructura de las 
comunidades diazotróficas determinada por el análisis de T-RFLP y variables química del suelo. 
Cada vector apunta a la dirección de aumento para una dada variable y su longitud indica la fuerza de 
la entre la variable y los valores de ordenación. Los colores hacen referencia a los distintos usos (NC, 
no cultivado) y manejos agrícolas (siembra directa, CSD; con buenas prácticas, CSD BPA, con pobres 
prácticas CSD PPA y bajo labranza convencional, LC) del suelo. 
 A través de este análisis se esperaba identificar coincidencias de tamaño entre las 
pirosecuencias cortadas in silico y los T-RFs empíricos y en consecuencia, realizar 
una asignación taxonómica de los picos correspondientes a los fragmentos terminales 
detectados en los electroferogramas. Se adoptó un intervalo de variación de tamaño de 
± 3 pb para discriminar identidades entre los T-RFs experimentales y teóricos [251].  
 El resultado de la asignación taxonómica de los T-RFs en los suelos de 
Pergamino (S5) y Viale (S6) se muestra en la Figura IV.10. La digestión in silico de 
las secuencias de Pergamino (S5) con las enzimas MspI y HaeIII reveló un total de 
seis fragmentos coincidentes en tamaño con T-RFs observados en estos suelos, los 
cuales presentaron una asignación taxonómica tentativa dentro de los subclusters nifH 
1A y 1K (Figura V. 10 A). Los subclusters 1A y 1K definidos por Zehr et al. 2003, se 
componen de secuencias nif de las nitrogenasas convencionales, y los filotipos 
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representativos de dichos subclusters son Geobacter y Anaeromyxobacter para 1A, y 
Rhizobiales, Methylosinus/Methylocystis, Burkholderia, para 1K [52]. En el 
subcluster 1A se encontraron los siguientes tres T-RFs: - 147 pb_MspI, uno de los T-
RFs más abundantes para todos los suelos de Pergamino y mayormente representado 
en el suelo no cultivado, - 181 pb_HaeIII presente solo en el suelo no cultivado y - 
315 pb_HaeIII hallado en todos los tratamientos, los cuales podrían corresponder a 
secuencias nifH de Geobacter sp. Geobacter pickeringii y Geobacter uraniireducens, 
respectivamente. Los restantes tres T-RFs fueron asignados al subcluster 1K. El T-RF 
154 pb_MspI revelado solo en los suelos cultivados de S5 presentó semejanza con 
secuencias de Bradyrhizobium y Methylosinus. Asimismo, el T-RF 148 pb_HaeIII, 
encontrado solo en BPA, podrían corresponder a secuencias nifH de Bradyrhizobium 
japonicum, mientras que el T-RF 154 pb_HaeIII, abundante en todos los suelos de 
Pergamino, podría relacionarse con Bradyrhizobium elkanii. 
 Con respecto a los suelos de Viale (Figura V.10 B), se encontraron seis 
fragmentos resultantes de la digestión virtual coincidente en tamaño con T-RFs 
empíricos, los cuales presentaron una asignación taxonómica en los subclusters 3B, 
1K, 1C y 1J. Los cuatro T-RFs relacionados con los subclusters 3B, 1J y 1C se 
encontraron exclusivamente en los suelos S6. Los T-RFs 107 pb_MspI y 113 
pb_MspI, se relacionaron con secuencias del género Desulfovibrio pertenecientes al 
subcluster 3B (secuencias nifH de bacterias anaeróbicas estrictas [52]), y se hallaron 
en los suelos PPA y NC, respectivamente. El T-RF 37 pb_ HaeIII, más abundante en 
el ambiente no cultivado se relacionó con secuencias de Clostridium aerotolerans del 
subcluster 1C, mientras que el T-RF 61pb_HaeIII, más abundante en las malas 
prácticas, se asoció con el subcluster 1J, y en particular con el género 
Gluconacetobacter.  
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Figura IV.10. Asignación taxonómica tentativa de los T-RFs experimentales en base a la digestión 
in silico de pirosecuencias de nifH. (A) Suelos de Pergamino (B) Suelos de Viale. En el eje X de 
ambos gráficos se encuentran los tamaños en bp de los T-RFs empíricos revelados a partir de la 
incubación de los amplicones nifH con las enzimas MspI y HaeIII, los cuales presentaron una 
clasificación taxonómica en subluster nifH [181].  
 Por otra parte, los T-RFs 147 pb_MspI, más abundante en los suelos 
cultivados, y 154 pb_HaeIII presente exclusivamente en los suelos cultivados, se 
asociaron con secuencias del subcluster 1K relacionadas con Sinorhizobium sp. y 
Bradyrhizobium japonicum, respectivamente. Estos últimos T-RFs también se 
encontraron en muestras de otros suelos, incluyendo Pergamino. En el caso del T-RF 
154 pb_HaeIII la asignación taxonómica 1K con secuencias nifH del género 
Bradyrhizobium coincide con la asignación encontrada para el T-RF HaeIII del 
mismo tamaño en Pergamino. Con respecto al T-RF de 147 pb_MspI, presente en los 
tres tratamientos de ambos sitios, la asignación taxonómica fue distinta, por un lado 
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para Pergamino se asoció con el subcluster 1A (Desulfuromonadales) y por otra lado 
en Viale con 1K (Rhizobiales). 
 A partir del análisis exploratorio de asignación taxonómica de T-RFs 
empíricos, pudimos observar que en Pergamino y Viale los T-RFs asociados al orden 
Rhizobiales, se encontraron particularmente representados en los suelos cultivados. 
En los ambientes no cultivados las secuencias de Geobacter predominan en 
Pergamino, mientras que en Viale se observa una gran variedad de secuencias. Otros 
T-RFs relacionados con los órdenes Desulfovibrionales, Clostriadiales y 
Rhodospirillales, podrían constituir grupos taxonómicos asociados a determinada 
condición de uso y/o manejo de los suelos de Viale. 
 Con respecto a la diferencia en la asignación taxonómica observada para el T-
RF 147 pb_MspI, en Pergamino y Viale, este resultado pone de manifiesto una de las 
limitaciones del T-FRLP, ya que microorganismos filogenéticamente no relacionados 
podrían presentar el mismo sitio de reconocimiento y generar T-RFs de igual tamaño.  
 En el trabajo de Kent et al. 2003 sugieren que el uso de múltiples digestiones 
aumenta la especificidad en la inferencia filogenética de los T-RFs [250]. Otros 
estudios en donde se ha utilizado el método de T-RFLP para la identificación de 
taxones en comunidades mixtas, generalmente lo hacen en conjunto con el análisis de 
secuencias de una biblioteca de clones [210], [221], [252]–[254] de cada sitio o 
mediante la determinación de T-RFs de cepas cultivadas [255]. Si bien dentro de los 
métodos independientes de cultivo, la construcción de bibliotecas de clones, ofrece el 
mayor grado de resolución filogenética, puede resultar una metodología engorrosa 
cuando se analizan varias muestras en simultáneo, como en el caso de los estudios 
ecológicos sobre variabilidad temporal o espacial de las comunidades microbianas 
[250]. 
Conclusiones  
 El análisis T-RFLP sobre productos de PCR nifH de muestras de suelo resultó 
en una herramienta útil y efectiva para evaluar la presencia y diversidad de 
microorganimos fijadores de nitrógeno en suelo provenientes de seis sitios de la 
Región Pampeana Argentina. Además, este enfoque brinda información acerca de la 
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estructura microbiana asociada al pool nifH y de la potencialidad en la fijación de 
nitrógeno.  
 El T-RFLP fue eficiente para revelar cambios de la comunidad diazotrófica 
por sitio y/o uso agrícola. Para los suelos de los establecimientos productivos La 
Estrella (S1), La Negrita (S2) y Criadero Klein (S3) y del campo experimental INTA 
Balcarce, la composición de la comunidad diazotrófica parece estar afectada 
mayormente por el uso del suelo. En contraste, en los suelos de Pergamino (S5) y 
Viale (S6) se observa que la ubicación geográfica es el principal conductor de 
agrupamiento de las comunidades y en segunda instancia el uso del mismo. 
 Se observó que el impacto provocado en las comunidades diazotróficas por el 
tratamiento de siembra directa con el manejo BPA o PPA no tiene un efecto 
diferencial sobre la diversidad de la población fijadora de nitrógeno que pueda ser 
detectado por este análisis, indicando que el análisis T-RFLP no revela diferencias de 
manejo agrícola al menos para algunos de suelos analizados. Sin embargo, en el caso 
del suelo S4 cultivado bajo labranza convencional, el método reveló ciertos 
fragmentos de restricción terminal específicos de dicho tratamiento, los cuales 
probablemente colaboraron para que en el análisis de agrupamiento este suelo se 
separase del resto de los suelos cultivados bajo siembra directa. 
 También se encontró una distribución diferencial de algunos T-RFs entre usos, 
manejos y sitios de los suelos, los cuales además presentan una proporción 
considerable dentro de la comunidad fijadora de N2 libre. Dichos T-RFs o huellas 
digitales podrían ser útiles para el desarrollo de marcadores o indicadores biológicos 
simples y eficientes de calidad de suelo. 
 Se ha logrado poner en marcha un procedimiento reproducible y útil para 
generar perfiles de la comunidad diazotrófica en los suelos. Estos perfiles constituyen 
parámetros biológicos de los suelos que caracterizan a los mismos y por lo tanto 
proveen herramientas para encarar comparaciones e identificar asociaciones a 
parámetros físico-químicos de los suelos. El grado de discriminación de diversas 
secuencias nifH podría ser mejorado incorporando al análisis otras enzimas de 
restricción que aumentan las chances de detectar polimorfismos a lo largo de la región 
objeto de análisis.  
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 La resolución de la asignación taxonómica de los T-RFs es un tanto limitada, ya 
que taxones no relacionados entre sí pero, con sitios de reconocimientos que generen 
fragmentos T-RFs idénticos serán asociados a un mismo filotipo.  
 Con el reconocimiento de sus limitaciones, el método de T-RFLP es robusto, 
reproducible y de alto rendimiento que aplicado sistemáticamente a un conjunto de 
suelos, sitios y tratamientos experimentales puede resultar útil para identificar 
cambios generales en la composición y diversidad de la comunidad fijadora de N2 del 
suelo. 
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Capítulo V 
 Caracterización de la 
comunidad diazotrófica activa 
en suelo mediante el análisis 
de ADNc-nifH 
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Introducción 
 En varias publicaciones se informa sobre investigaciones con enfoque de 
secuenciación masiva del gen nifH en donde describen la ocurrencia de una amplia 
diversidad de microorganismos del suelo con capacidad potencial para fijar nitrógeno 
en vida libre, y en las cuales además, el análisis de las secuencias sugiere que una 
importante proporción de los mismos se corresponden con microorganismos aún sin 
identificación taxonómica o aún no cultivados in vitro [52], [83], [87], [121], [256], 
[257]. Lo que aparece como interesante en estos estudios es que la comunidad de los 
microorganismos fijadores es muy abundante y dominante en los suelos [121], [181], 
[258], [259].  
 Si bien esta metodología independiente del cultivo celular ha sido muy útil 
para ahondar el conocimiento sobre la estructura poblacional de diazótrofos en 
ambientes naturales, la presencia de secuencias nifH en el ADN de suelo no implica 
necesariamente que las mismas correspondan a bacterias activas en la fijación de N2. 
La fijación biológica de nitrógeno (FBN) a través de la expresión del sistema de la 
nitrogenasa es un proceso fuertemente regulado, tanto a nivel transcripcional  como 
hasta niveles de modificación post traduccional de proteínas [260]. La complejidad de 
la regulación responde en parte dado por la elevada demanda energética durante la 
fijación de N2 (16 moléculas de ATP por cada molécula de N2 fijada) y por la 
sensibilidad de la nitrogenasa al O2 [260]–[264]. Ha sido sugerido que la fijación de 
N2 en suelos estaría influenciada por varios factores ambientales tales como, la 
humedad del suelo, pH, tensión de O2, niveles de carbono orgánico, presencia de 
compuestos nitrogenados y la disponibilidad de los oligoelementos Mo, Fe y V [258], 
[265]–[268].  
 La estimación cuantitativa de contribución o significado ecológico de los 
diazótrofos de vida libre en suelo es técnicamente difícil, sin recurrir a procedimientos 
complejos basados en la captación del isótopo estable 15N2. En este contexto, la 
bibliografía muestra variaciones de tasas de fijación con valores comprendidos en un 
intervalo amplio [81], [269]. Por otro lado, la aplicación del método de reducción de 
acetileno a la determinación cuantitativa de actividad de nitrogenasa en suelo tiene 
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ciertas limitaciones [270], sin embargo su uso sigue siendo ampliamente adoptado en 
estudios ecológicos de suelo [271], [272][273]. Asimismo, también se ha intentado 
acercar una respuesta basado en el análisis de ácidos nucleícos. En este sentido, 
Buckley et al. 2007 aplicaron un método basado en el uso de sondas de ADN 
marcadas con el isótopo estable 15N2 (
15N2-DNA-SIP) para identificar los diazótrofos 
de vida libre del suelo activos en la fijación de nitrógeno in situ [259], [274].  
 Recientemente, se han publicado estudios que muestran la potencialidades de 
la metatranscriptómica para evaluar la expresión génica de las comunidades 
microbianas en ambientes acuáticos [275], en la rizosfera de varios cultivos [276], y 
en el líquido de drenaje de minas acidas [277]. En la revisión de Carvalhais et al. 
2012 se describen las aplicaciones de la metatranscriptómica al ambiente suelo y 
algunos de los principales desafíos metodológicos relacionados principalmente con la 
extracción del ARN y la estabilidad del mismo [278]. 
 La identificación de las secuencias nifH obtenidas a partir del ARN, nos 
permite aproximarnos a la definición del perfil de las poblaciones activas, en la 
expresión de la capacidad de fijación en diferentes ambientes. En el trabajo de 
Burbano et al. 2011 estudiaron la estructura de la comunidad endófita activa en raíces 
de caña de azúcar a través del análisis secuencias de ADNc-nifH y revelaron que la 
mayor parte de los transcriptos presentaban gran homología de secuencias con nifH de 
Rhizobium rosettiformans [279]. También, mediante el análisis de secuencias ADNc-
nifH, en el mar Báltico se encontró gran diversidad de genes nifH relacionados con 
Alfa-, Beta- y Gammaproteobacteria y con bacterias anaeróbicas estrictas [237]. En 
los suelos de deshielo de valles de la Antártida, también se estudió la estructura de la 
comunidad diazotrófica activa a través del análisis de ADNc-nifH, y los autores 
sugirieron que los microorganismos activos presentaban homología de secuencias con 
genes nifH de Cianobacteria, Alfa-, Beta- y Gammaproteobacteria [87]. Con respecto 
a los niveles de expresión de genes nifH en suelo, algunas publicaciones muestran 
niveles relativamente bajos de transcriptos del gen nifH en suelos agrícolas y 
forestales [110], [133] y al igual que la diversidad de la comunidad activa, los niveles 
son afectados por la rotación de cultivos [110], [256]. 
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 En el estudio que fuera realizado en nuestro laboratorio en el cual se examinó 
la estructura de diazótrofos en suelos de la Región Pampeana Argentina mediante el 
análisis masivo de amplicones nifH, se encontró una amplia diversidad bacterias 
diazotróficas potencialmente fijadores de N2 y se identificaron también  asociaciones 
entre los perfiles poblacionales y algunas de las características edáficas y/o usos de 
los suelos [121]. Una pregunta que ha surgido de este estudio es cuales de esos  
grupos potenciales, contribuye efectivamente al proceso de fijación de N2 en estos 
suelos o expresado de otra forma: cuáles son fijadores activos. 
 En el presente capítulo se encaró la descripción del resultado de la 
secuenciación masiva de transcriptos del gen nifH como una estrategia para permitir 
identificar a los microorganismos diazotróficos probablemente activos en la fijación 
de N2 en los suelos de la zona de Pergamino. La región de Pergamino es una de la 
más importante en producción de cultivos tales como trigo, maíz y soja. Además, en 
este capítulo se describen los resultados de la cuantificación mediante PCR 
cuantitativa (qPCR) de la abundancia del gen nifH de ciertos grupos taxonómicos 
específicos que en el relevamiento de transcriptos nifH aparecieron como 
predominantes en algunas condiciones de tratamiento agronómico. 
Objetivo general 
Definir la estructura de la población diazotrófica activa en suelos bajo diferentes 
manejos agronómicos de la región de Pergamino mediante el análisis de ADNc-
nifH. 
Objetivos específicos 
- Evaluar el efecto de diferentes manejos agrícolas y de la profundidad del suelo 
en la diversidad y composición y de las poblaciones diazotróficas activas 
mediante la secuenciación masiva de los amplicones ADNc-nifH 
- Comparar las poblaciones diazotróficas reveladas a partir de la 
pirosecuenciación de ADNc-nifH y ADN-nifH extraídos directamente de suelo 
- Cuantificar específicamente filotipos de interés en muestras de suelo mediante 
qPCR del gen nifH. 
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Resultados y discusión 
- Algunas consideraciones experimentales 
 El análisis de los amplicones ADNc-nifH se realizó en muestras de suelos de 
Pergamino bajo siembra directa con dos tipos de manejo agrícola. Se tomaron 
muestras del horizonte A del suelo, y a su vez sujetas a los manejos: -BPA (Buenas 
Prácticas Agrícolas), rotación intensiva de cultivos, reposición de nutrientes y bajo 
nivel de uso de agroquímicos y -PPA (Pobres Prácticas Agrícolas), monocultivo de 
soja, baja reposición de nutrientes y elevado uso de agroquímicos. Además, se incluyó 
en el estudio un suelo testigo de referencia con pasturas naturales, sin registro de 
actividad agronómica durante al menos los 30 años previos, abreviado NC (No 
Cultivado). Se tomaron muestras en dos profundidades de suelo: 0 a 10 cm y 10 a 20 
cm; en el presente capítulo se hará referencia a estas dos profundidades de muestreo 
como superficial y sub-superficial, respectivamente. 
 En la Figura V.1 se muestra el flujo de etapas desde la extracción de ARN de 
suelo hasta el hasta la obtención de una base de datos de secuencias de transcriptos 
nifH de alta calidad, denominada aquí base de datos ADNc-nifH. 
Obtención de ARN de suelo 
 En general, la manipulación in vitro de ARN es intrínsecamente delicada, que 
sumado a las características particulares y propias de las muestras de suelo, resultó en 
la necesidad de realizar numerosos ensayos preliminares y de puesta a punto de la 
técnica de extracción de ARN confiable y reproducible para su adopción como la 
técnica de uso rutinario en estos estudios. 
 El objetivo principal fue la obtención de una preparación de ARN que 
resultara en un sustrato apropiado para las reacciones bioquímicas de síntesis de 
ADNc y amplificación por PCR. Esto se logró mediante la utilización de un kit 
comercial, con la modificación de algunos pasos durante la extracción, especificados 
en la sección “Extracción de ARN de muestras de suelo y RT-PCR nifH” del Capítulo 
II Materiales y Métodos. El ARN extraído fue cuantificado mediante espectroscopia 
UV a 260 nm, mientras que la pureza fue evaluada mediante la relación entre las 
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absorbancias 260 nm y 280 nm (Tabla V.1). Finalmente, se evaluó la integridad del 
ARN en una electroforesis en geles de agarosa. 
 
 
Figura V.1. Esquema del flujo de trabajo implementado para la obtención de la base de datos de 
secuencias ADNc-nifH a partir de ARN de suelo. Se muestran las principales etapas experimentales 
y del análisis bioinformático para obtener una base de datos ADNc-nifH de alta calidad de secuencias. 
 Los valores del rendimiento de la extracción de ARN fue de entre de 1.2 y 
1.75 µg ARN g-1 de suelo y la relación 260/280 de la preparación final fue mayor a 
1.5 en todos los suelos examinados. La bibliografía muestra variaciones importantes 
en los rendimientos de ARN extraído de suelo, desde menos de 1 µg hasta 10 µg de 
ARN g-1 de suelo [280]–[286]. Este amplio intervalo de rendimientos en varios 
protocolos experimentales podría explicarse entre otras causas a la cantidad de 
microorganismos vivos en la muestra de suelo, la contaminación con ácidos húmicos, 
o a la pérdida del ARN durante la purificación. Con respecto a los índices de pureza, 
Sessitsch et al. 2002 evaluaron diferentes métodos de extracción de ARN hallando 
que los valores de A260/280  de aquellos métodos que resultaron en ARN de calidad 
satisfactoria para reacciones bioquímicas posteriores fueron entre  1.5 y 2.2 [280]. 
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Estos valores son coincidentemente con el rango de valores revelados en el presente 
trabajo.  
Tabla V.1 Rendimiento y pureza del ARN tratado con Dnasa I. 
Abreviatura Tratamiento* Profundidad 
Rendimiento                
(µg ARN g
-1
 suelo) 
A260/280 
NC 10 NC 0-10 cm 1.55 1.83 
BPA 10 BPA 0-10 cm 1.30 1.79 
PPA 10 PPA 0-10 cm 1.75 1.75 
NC 20 NC 10-20 cm 1.25 1.86 
BPA 20 BPA 10-20 cm 1.20 1.52 
PPA 20 PPA 10-20 cm 1.23 1.60 
* BPA, PPA corresponde a los distintos manejos agrícolas, buenas prácticas agrícolas y pobres prácticas agrícolas, 
respectivamente. NC corresponde al suelo control No Cultivado. 
 En la Figura V.2 se muestra la imagen de una electroforesis en gel de agarosa 
con la corrida de alícuotas de preparaciones de ARN. Se observan las bandas 
correspondientes a los ARNs ribosomales como bandas discretas propias de ARN sin 
degradación, y además en la parte superior se observan bandas correspondiente al 
ADN residual. Este ADN residual fue eliminado en una etapa adicional en el 
tratamiento enzimático con la enzima DnasaI. 
 El ARN extraído de las seis muestras de suelo de Pergamino presentó una 
concentración, pureza e integridad aceptable para ser utilizado como templado en la 
RT-PCR del gen nifH. Como se describe en la sección “Amplificación de nifH para la 
pirosecuenciación de la librería nifH” del Capítulo II Materiales y Métodos se 
llevaron a cabo controles para confirmar la eliminación del ADN residual y evitar así 
amplificaciones inespecíficas a partir de un templado que no correspondiera al ARN.  
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Figura V.2. Análisis electroforético de ARN extraído de los primeros 10 cm de suelo de 
Pergamino. El ARN se extrajo a partir de 2 gr de suelo utilizando el kit comercial RNA PowerSoil® 
Total RNA Isolation (MOBIO) y se trató con DnasaI para eliminar ADN genómico residual. (A) Sin 
tratamiento con DnasaI, (B) Con tratamiento de Dnas I. Calles 1-3: ARN de suelo No Cultivado (NC), 
ARN de suelo cultivado bajo buenas prácticas agrícolas (BPA) y ARN de suelo cultivado bajo pobres 
prácticas agrícolas (PPA), respectivamente. Se sembraron 5 µl de un total de 100 µl de eluido final de 
purificación. El recuadro en color amarillo señala a los ARN ribosomales. 
 
 A partir de la secuenciación masiva de ADNc-nifH se obtuvieron 112.492 
lecturas las cuales fueron analizadas para generar una base de datos de secuencias 
ADNc-nifH de alta calidad. Esta base de datos consistió en secuencias con un tamaño 
comprendido entre 300 y 400 pb, y que además no presentaron quimeras ni 
corrimiento en el marco de lectura. El curado de la base de datos primarios resultó en 
80.787 lecturas y a 28.171 secuencias aminoacídicas únicas. 
 Debido a que para los organismos procariotas el concepto de especie es difícil 
de aplicar, generalmente es conveniente utilizar valores de similitud o disimilitud 
entre secuencias para agruparlas en OTUs (Unidades Taxonómicas Operativas). Las 
secuencias aminoacídicas fueron agrupadas en base al grado de similitud del 98% y 
cada uno de los grupos constituyó un OTU. Se adoptó este valor de umbral de 
semejanza, considerando que generalmente los genes codificadores de proteínas 
presentan un importante grado de similitud de secuencia a nivel de especie [137].  
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 Este valor también fue usado en el trabajo de Collavino et al. 2014 de análisis masivo 
de secuencias nifH de suelos agrícolas [121]. El análisis de agrupamiento resultó en 
1661 OTUs, de los cuales 437 OTUs estuvieron representados por al menos 3 
secuencias. 
Abundancia y distribución de los OTUs 
 La Figura V.3 muestra la distribución de abundancia, medida en número de 
secuencias, de los 1661 OTUs resultantes del análisis descripto en la sección 
precedente. Se encontró una significativa variación en las abundancias de cada uno de 
los OTUs. Pocos OTUs presentaron alta abundancia, 6 OTUs (0.3%) superaron el 
número de 1000 secuencias, 11 OTUs (0.7%) presentaron más de 100 y 168 OTUs 
(10%) al menos 10 secuencias, mientras que 1476 OTUs (89%) estuvieron 
representados por no más de 3 secuencias. Este perfil de distribución, en el cual la 
mayoría de los OTUs muestran baja abundancia y solo unos pocos muestran alta 
representación, también ha sido observado en otros trabajos de pirosecuenciación de 
muestras ambientales en especial de suelo [121], [150], [175]. 
 Se ha sugerido que la captura de las secuencias de los OTUs “raros” dentro de 
una comunidad, es aleatoria comparado con los OTUs abundantes, y en consecuencia 
dicha falta de reproducibilidad puede afectar los análisis estadísticos [150]. Además, 
la tecnología de pirosecuenciación presenta sus errores propios, con tasas de error de 
hasta el 3% [162]. Esto resulta en artefactos de secuenciación que en el presente 
trabajo se trató de eliminar considerando solo aquellos OTUs que en la base de datos 
están representados por al menos tres secuencias. Criterios semejantes fueron 
adoptados por otros autores. Por ejemplo, en el análisis que se describe en el artículo 
de Montecchia et al. 2015 solo se consideraron los OTUs con al menos nueve 
secuencias [150]. Por otro lado, Mirza et al. 2014 seleccionaron los OTUs con al 
menos cinco secuencias [257], mientras que Collavino et al. 2014 OTUs con una 
representación mínima de tres secuencias [121]. 
Estimación de la diversidad y de la riqueza de la comunidad diazotrófica activa 
 La diversidad y riqueza de nifH en suelo se examinó mediante las curvas de 
rarefacción y los estimadores SChao1 de riqueza y Shannon-Wiener (H’) de 
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diversidad. Los índices de riqueza proveen información cuantitativa del número de 
especies presentes en una comunidad, mientras que los índices de diversidad proveen 
medidas tanto de la abundancia de especies como de su distribución en la comunidad 
[287]. Las curvas de rarefacción a su vez permiten visualizar el grado de cobertura 
alcanzado en la secuenciación y comparar la diversidad de OTUs entre las distintas 
muestras [70].  
 
 
Figura V.3. Abundancia de secuencias para los 1661 OTUs. La abundancia se cuantificó como el 
número de secuencias por OTU. La línea horizontal separa a los OTUs que presentaron más de 1000 
secuencias. 
 En la Figura V.4 se muestran las curvas de rarefacción del número de 
secuencias vs. el número de OTUs originados para cada una las muestras de 
tratamiento y profundidad. Con un valor de corte de 3.159 secuencias, el valor 
correspondiente al menor número de secuencias detectado en el caso de la muestra 
NC 20 cm, la comparación reveló que las muestras de suelo no cultivadas (NC) 
presentaron el mayor número de OTUs. Mientras que en el resto de las muestras 
correspondiente a los suelos cultivados en general, se observó dominancia de algunos 
OTUs. Asimismo, las curvas de rarefacción mostraron que no obstante el esfuerzo de 
secuenciación ninguna de las muestras alcanzó la fase o valor máximo y constante en 
el número de OTUs. En particular, en las muestras de los suelos NC para lograr la 
cobertura de la mayoría de las especies de la comunidad diazotrófica el número de 
secuencias muestreadas debería ser aún mayor. Para el resto de las muestras, las 
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curvas de rarefacción se acercan a una asíntota indicando que la secuenciación cubrió 
una parte importante de la riqueza de secuencias ADNc-nifH. 
 Por otra parte con el estimador de riqueza no paramétrico SChao1 se calculó la 
cobertura relativa de riqueza (RCChao1) y como se muestra en la Tabla V.2 alcanzó 
valores del 67 al 100%. Estos valores indicarían que una fracción sustancial y 
comparable de riqueza de la comunidad diazotrófica fue evaluada en todas las 
muestras de suelo. 
 
Figura V.4. Estimación de la riqueza de OTUs en las muestras de suelo mediante curvas de 
rarefacción. La línea vertical indica el punto en la curva correspondiente al menor número de 
secuencias (3159) de la base de datos de la muestra NC 20 cm. Las curvas de rarefacción se 
construyeron utilizando el método de re-muestreo sin reemplazo, mediante la ejecución del comando 
rarefaction.single en el entorno Mothur. 
 Los valores de la diversidad y de la riqueza de la comunidad diazotrófica 
variaron entre los distintos tratamientos y profundidades de suelo (Tabla V.2). El 
análisis de varianza simple (One way ANOVA) mostró que la diversidad y la riqueza 
fueron significativamente afectadas por el tratamiento agronómico (Figura V.5). Los 
suelos no cultivados presentaron valores mayores de H´ (r2=0.69; p=0.0001) y Chao1 
(r2=0.64; p=0.0002) comparado con los suelos cultivados. Mientras que no se 
observaron diferencias significativas a nivel de riqueza y diversidad entre BPA y 
PPA. Por otra parte, cuando se consideró la variable profundidad no se observaron 
diferencias significativas (p>0.63). 
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Tabla V.2. Riqueza, diversidad y cobertura relativa de las bibliotecas de amplicones nifH. El estimador 
de riqueza (Chao1) y el índice de diversidad Shannon-Wiener (H′) se calcularon para las bibliotecas 
nifH con OTUs definidos al 98% de similitud a nivel de aminoácidos.  
 
NC  BPA PPA 
 
0-10 cm 10-20 cm 0-10 cm 10-20 cm 0-10 cm 10-20 cm 
SeqN 3983 3335 6265 4463 4997 5128 
SeqNn 3159 3159 3159 3159 3159 3159 
Sobs 231 166 67 33 20 143 
H′  3.96 3.32 1.12 0.37 0.11 2.57 
Chao1  245 183 67 50 27 175 
RCChao1 94 100 74 91 67 82 
SeqN, número de secuencia por muestra, SeqNn, número de secuencia normalizado por muestra, Sobs, número de OTUs 
detectados a un nivel de distancia filogenética del 2%, RC, cobertura relativa calculada como el número de OTU dividido por la 
riqueza estimada (SChao1). 
 El análisis de varianza doble (Two way ANOVA) considerando profundidad y 
tratamiento reveló interacción entre ambos factores. Los valores de H’ en los suelos 
no cultivados y en los suelos agrícolas bajo buenas prácticas agrícolas, fueron 
significativamente mayores en los primeros 10 cm (p=0.0003 y p<0.0001, 
respectivamente), mientras que la mayor diversidad de los suelos con pobres prácticas 
agrícolas se halló en la sub-superficie (p<0.0001) (Figura V.6).  
  
 
Figura V.5. Efecto del uso y manejo del suelo sobre la diversidad (H’) y riqueza (Chao1) de nifH. 
Se aplicó la prueba de Tukey y las medias con distinta letra (a,b) indican diferencias significativas 
(p≤0.05). Las abreviaturas NC, BPA y PPA corresponden a no cultivado, buenas prácticas agrícolas y 
pobres prácticas agrícolas, respectivamente. 
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Figura V.6. Efecto del tratamiento y profundidad sobre la diversidad de nifH. Se aplicó la prueba 
de Tukey y las medias con distinta letra (de a-f) indican diferencias significativas (p≤0.05). La 
diversidad se da en valores del estimador H’. Las abreviaturas NC, BPA y PPA corresponden a no 
cultivado, buenas prácticas agrícolas y pobres prácticas agrícolas, respectivamente. 
 Por lo tanto, podemos inferir que la diversidad y riqueza de los fijadores de N2 
activos en suelo es afectada negativamente por la práctica agrícola comparado con un 
suelo no perturbado. La profundidad también parece afectar la diversidad diazotrófica 
en forma dependiente del uso y tratamiento agrícola. 
 Por otra parte, se compararon los valores de diversidad encontrados en la 
población activa, con los revelados previamente por la pirosecuenciación de ADN-
nifH del mismo sitio [121]. Se realizó un análisis de varianza considerando los valores 
de diversidad del estimador Shannon-Wienner (H’). Como se muestra en la Figura 
V.7, los valores de H’ en los suelos no cultivados no presentan diferencias 
significativas (p=0.367) entre las comunidades potencial y activa. Sin embargo, en los 
ambientes cultivados la diversidad de la comunidad potencial fue significativamente 
mayor que la activa (valores de p<0,0001 y p=0.002 para BPA y PPA, 
respectivamente). Esta diferencia surge como consecuencia de que el efecto negativo 
del uso agronómico en la diversidad diazotrófica es solo observado en la comunidad 
activa, ya que como fuera previamente reportado los valores de diversidad de la 
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comunidad potencial no son significativamente diferentes entre los tratamientos 
analizados [121]. 
 
Figura V.7. Análisis comparativo (ANOVA) de la diversidad (H’) entre las bases de datos ADN-
nifH y ARN-nifH en los suelos de Pergamino con distinto uso tratamiento agrícola. Se aplicó la 
prueba de Tukey; las distintas letras (a,b) indican medias con diferencias significativas (p≤0.05). 
 Fierer et al. 2012 compararon la composición microbiana de dos suelos con 
distinto uso, uno con sucesión de pastizales y otro con uso agronómico, revelando una 
menor diversidad microbiana en los suelos con manejo agronómico [173]. Es posible 
especular que suelos con una mayor diversidad de plantas podrían promover una 
mayor diversidad bacteriana como es el caso de NC con pastizales naturales en 
comparación con la rotación de trigo/soja-maiz (BPA) o monocultivo de soja (PPA). 
Por el contrario, en el trabajo de Figuerola et al. 2014 hallaron que la diversidad 
regional de especies bacterianas en suelos de la Región Pampeana Argentina 
manejados en siembra directa con rotación de cultivo fue similar a la de los ambientes 
no cultivados, encontrando una menor diversidad solamente en siembra directa bajo 
monocultivo de soja [288]. 
 Eilers y colaboradores evaluaron el efecto de la profundidad en la estructura de 
las comunidades de bacterias y archeas en suelo mediante la pirosecuenciación del 
gen ARNr 16S observando que la diversidad bacteriana es mayor en los primeros 10 
cm disminuyendo un 20% y 40% en los 10-25 cm y 175 cm, respectivamente [191]. 
Resultados similares fueron obtenidos de otros estudios mediante técnicas de tipo 
huella digital de ADN, observando una disminución en la diversidad bacteriana en 
zonas más profundas de suelos [289]–[291]. Asimismo, Baldrian et al. 2012 encontró 
en suelos de bosques de coníferas durante un período de descomposición de materia 
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orgánica, mayor diversidad microbiana y niveles de transcriptos en el horizonte más 
superficial de desechos comparado con el horizonte orgánico [292]. En conjunto estos 
trabajos sugieren que la diversidad de la comunidad bacteriana tiende a disminuir en 
las mayores profundidades de suelo. En los suelos analizados aquí, también se 
observó una disminución de la diversidad diazotrófica en los 10-20 cm, excepto para 
el suelo bajo PPA. 
 Resumiendo, los resultados del efecto del tratamiento agronómico sobre la 
diversidad y funciones de las comunidades microbianas son contrastantes. Un 
conocimiento cada vez más profundo acerca de los efectos de los tratamientos 
agronómicos sobre la dinámica de las comunidades microbianas, permitiría diseñar 
estrategias dirigidas a conservar la diversidad de microorganismos y promover la 
ocurrencia de grupos taxonómicos específicos y claves para los diversos procesos 
biogeoquímicos que se llevan a cabo en el suelo.  
Patrón de diversidad beta de las poblaciones diazotróficas con distinto manejo 
agrícola y profundidad 
 La diversidad beta (β) se refiere a la diversidad entre hábitats o sitios dentro de 
un mismo ecosistema o área, es decir, la tasa de recambio entre especies que se 
produce entre un hábitat y otro adyacente [76]. Para comparar la estructura de las 
comunidades diazotróficas de las distintas muestras de suelo aplicamos dos protocolos 
de medida de β diversidad. Uno de ellos consistió en la aplicación de la medida de 
disimilitud Bray-Curtis usando la matriz de abundancias relativas de los subclusters 
nifH [76], [288]. También se aplicó la medida de distancia weighted UniFrac entre 
pares de muestras, la cual utiliza las distancias filogenéticas entre los OTUs y sus 
abundancias relativas [293]. 
 Los análisis de ordenación PCoA muestran que el patrón de distribución de las 
comunidades diazotróficas según Bray-Curtis (Panel A de la Figura V.8) resultó 
similar a la resultante de aplicar el análisis de weighted UniFrac (Panel B de la Figura 
V.8). Ambos criterios de análisis de disimilitud composicional explicaron una alta 
variabilidad en el componente principal 1 (PC1) con valores del 55.8 % y 47.5 %, 
respectivamente. 
Tesis Doctoral Capítulo V Priscila A. Calderoli 
152 
 
 
Figura V.8. Análisis de coordenadas principales (PCoA) calculados a partir de la abundancia de 
los subclusters usando Bray Curtis (A), y la abundancia de los OTUs y sus relaciones filogenéticas 
usando weighted UniFrac (B). Los círculos coloreados en azul y bordo corresponden a los distintos 
manejos agrícolas y en verde al suelo no cultivado. 
 Se encontró que las coordenadas PC1 y PC2 agrupan las comunidades de las 
dos profundidades de los suelos no cultivados (NC). Estos suelos NC además se 
agruparon con la profundidad de 20 cm de BPA, mientras que PPA 20 cm y BPA 10 
cm formaron otro grupo. Este análisis muestra que 10 cm de PPA se separa 
claramente del resto de las muestras (Figura V.8). Este patrón de agrupamiento resultó 
similar a lo observado aplicando un análisis de agrupamiento o con la representación 
gráfica de los valores cuantitativos (heatmap) utilizando la matriz generada en 
UniFrac (Figura V.9 A y B, respectivamente).  
 Por otro lado, la cercanía en la gráfica de la Figura V.8 indica que la 
comunidad de la sub-superficie (10-20cm) de los suelos mostró un grado de similitud 
composicional mayor entre sí que con respecto a las comunidades superficiales. Este 
resultado es apoyado por el análisis de Venn (Figura V.10) donde se observó que en la 
profundidad de 10-20 cm se compartieron un total de 11 OTUs entre los distintos 
tratamientos, comparado con los 3 OTUs compartidos en los 0-10 cm. 
 La significancia de los agrupamientos observados entre las muestras se analizó 
estadísticamente aplicando la prueba weighted UniFrac (Tabla Suplementaria V.1). 
Comparando los tratamientos, se observó que la comunidad del ambiente no cultivado 
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fue significativamente diferente a la comunidad del manejo bajo monocultivo 
(p≤0.003). Para el caso de las muestras BPA, las relaciones fueron más complejas, la 
muestra de los 10 cm fue significativamente distinta a todas las muestras, excepto con 
PPA 20 cm (p=0.268), por el contrario la muestra BPA 20 cm fue significativamente 
distinta solo con la muestra de PPA 10 cm. En relación a la profundidad, se encontró 
que las comunidades de ambas profundidades de los ambientes NC y BPA no fueron 
significativamente distintas entre sí en cada tratamiento (p=0.95 y p=0.082, 
respectivamente), contrariamente en PPA las comunidades de las dos profundidades 
fueron diferentes (p=0.003). 
 
Figura V.9. Análisis de agrupamiento entre las comunidades diazotróficas de los distintos suelos. 
El grado de similitud de las comunidades diazotróficas de los distintos tratamientos-profundidades se 
visualizan en el dendrograma (A) resultante del análisis de agrupamiento UPGMA realizado con el 
programa UniFrac (weighted UniFrac) y en el heatmap (B), el cual muestra los valores de disimilitud 
mediante la paleta de colores desde el rojo (máxima disimilitud) al verde (mínima disimilitud). La 
matriz utilizada para ambos análisis se construyó en el entorno UniFrac. Las abreviaturas NC, BPA y 
PPA corresponden a no cultivado, buenas prácticas agrícolas y pobres prácticas agrícolas, 
respectivamente. 
 Dada la disimilitud observada entre los ambientes NC y PPA, se puede 
concluir que el monocultivo de soja (PPA) parece afectar en mayor medida la 
composición de la comunidad diazotrófica en comparación con el tratamiento que 
comprende a la rotación de cultivos (BPA). Por otra parte, la profundidad afecta la 
estructura diazotrófica en los suelos cultivados, siendo particularmente significativa 
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en el manejo PPA, mientras que en las dos profundidades de los suelos no cultivados 
las comunidades fueron similares entre sí. Asimismo, considerando que las muestras 
de los primeros 10 cm son significativamente diferentes entre los tratamientos, 
mientras que en los 20 cm fueron similares, excepto en PPA y NC, se puede inferir 
que el manejo del suelo afecta mayormente la comunidad diazotrófica en los primeros 
10 cm del suelo. Posiblemente la superficie 0-10 cm experimente una mayor 
exposición a las condiciones climáticas, al disturbio agrícola, y a los exudados de las 
raíces de las plantas, comparado con la capa 10-20 cm. En esta profundidad la 
humedad tiende a ser es más estable, es decir no está tan sujeta a los fenómenos de 
humedecimiento y secado. Por otro lado, en la sub-superficie el efecto del carbono en 
nutrientes también será menor (Comunicación personal-F. Behrends Kraemer). Esta 
“homogeneidad físico-química” a mayor profundidad del suelo podría ser una de los 
factores responsables que entre los distintos tratamientos se compartan más grupos 
diazotróficos comparados con la superficie 0-10 cm. 
 
Figura V.10. Diagrama de Venn de los OTUs compartidos entre las muestras de 10 y 20 cm de 
profundidad. Los colores rosa y celeste corresponden a los manejos BPA y PPA, respectivamente. El 
color verde corresponde al suelo referencia no disturbado con pasturas naturales, NC. Los números 
indican el número de OTUs compartidos. 
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Composición de las comunidades diazotróficas activas en suelo 
a. Asignación taxonómica de las secuencias nifH 
 Para la asignación taxonómica de los diferentes OTUs se adoptó la 
clasificación de las secuencias nifH propuesta por Zehr et al. 2003 consistente en un 
agrupamiento en clusters y subclusters (grupos y sub grupos nifH) [52]. A 
continuación se describen brevemente las características relevantes de los 
componentes de los clusters: 
- El cluster I se compone de secuencias nifH de nitrogenasas convencionales 
(Fe-Mo) principalmente pertenecientes a miembros de los fila Proteobacteria, 
Cianobacteria, ciertos Firmicutes (Clostridiales y Paenibacillus) y 
Actinobacteria (Frankia).  
- Las secuencias de las nitrogenasas alternativas (Fe-Fe y Fe-V) se encuentran 
en el Cluster II y lo componen también secuencias nifH del grupo de las 
archeas metanogénicas.  
- El cluster III comprende secuencias nifH de bacterias anaeróbicas estrictas y 
de bacterias reductoras de sulfato. 
- El cluster IV se compone de secuencias parálogas de nifH. 
 Se encontró que en la base de datos ADNc-nifH predominaron (45%) 
secuencias de Deltaproteobacterias del subcluster 1A relacionadas con 
Anaeromyxobacter y Desulfuromonadales. Otros taxa dominantes fueron - 
Alfaproteobacteria del subcluster 1K representado por el orden Rhizobiales (29%), - 
Cianobacteria del subcluster 1B (17%) relacionado con Nostocales y - 
Deltaproteobacteria y Verrumicrobia del subcluster 3B relacionadas con los órdenes 
Desulfovibrionales y Verrucomicrobiales (8%). El resto de los subclusters 
presentaron menos del 1% de las secuencias. La Tabla V.3 resume la distribución de 
los filotipos nifH de toda la base de datos ADNc-nifH. Algunos de los subclusters, 
como 1J (Rhodospirillales, Rhizobiales y Burkholderiales) y 1M (Methylococcales y 
Chromatiales) que fueran reportados en otros trabajos como diazótrofos abundantes 
en suelo [52], [83], [121], se encontraron sub-representados en nuestras muestras. 
Asimismo, tampoco fueron detectadas secuencias relacionadas con nifH de Archeas 
(Cluster II) y secuencias parálogas (Cluster IV). 
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Tabla V.3. Filotipos nifH de los suelos de Pergamino. 
 
* Presencia del subcluster en las bibliotecas analizadas, 100% significa la presencia del subcluster en todas las muestras 
analizadas. ** Ordenes cercanos a las secuencias predominantes del subcluster. 
 
b. Distribución de los subclusters nifH en las muestras de suelo por 
tratamiento-profundidad  
 La Figura V.11 muestra la distribución de los subclusters en relación a la 
profundidad del suelo de 0-10 cm y 10-20 cm. Se encontró una alta proporción de los 
subclusters 1A y 1K en ambas profundidades. En particular, el subcluster 1A que 
comprende las deltaproteobacterias anaeróbicas facultativas, mostró un importante 
aumento del 27% al 63% en la sub-superficie. Contrariamente, la proporción del 
subcluster 1K, representado principalmente por el orden Rhizobiales, descendió en la 
sub-superficie del 37 a 21%. Por otro lado, los subclusters 1B (cianobacterias) y 3B 
(anaerobios estrictos) presentaron una proporción del 33% en los primeros 10 cm (1B) 
y del 15% en los 20 cm, respectivamente. Además, se identificaron otros subclusters 
que en su conjunto representaron <3% y <1% en la superficie y sub-superficie, 
respectivamente. 
 El resultado del análisis que se presenta en la Figura V.12 corresponde a la 
distribución de los subclusters entre los diferentes manejos agrícolas y profundidades 
del suelo. Al igual que lo observado al analizar la diversidad de secuencias en las 
muestras, nuevamente encontramos menor diversidad de grupos en los suelos 
cultivados, ya sean en condiciones de buenas o pobres prácticas agrícolas. Bajo 
Tesis Doctoral Capítulo V Priscila A. Calderoli 
157 
 
rotación intensiva de cultivos (BPA) predominó en la superficie el subcluster 1K 
(98%) y en la sub-superficie el 1A (99%. Las cianobacterias (1B) fueron 
predominantes en la superficie del suelo bajo monocultivo (98%), mientras que los 
subclusters 1K (52%), 3B (45%) y 1A (3%) se encontraron principalmente en la sub-
superficie. En contraste, en el suelo sin cultivar, las comunidades diazotróficas en 
ambas profundidades compartieron 9 subclusters y presentaron una proporción 
comparable de los mismos. 
 
 
Figura V.11. Distribución de filotipos nifH en la muestra superficial (A) y sub-superficial (B) de 
suelos de Pergamino. Los % se refieren a la abundancia relativa de los diversos subclusters en toda la 
base de datos ADNc- nifH. En A la porción color roja que representa < 3% correspondió a los 
siguientes subclusters: 1, 1C, 1E, 1G, 1J, 1O, 1P, 3B y en panel B con <1% a: 1, 1B, 1C, 1E, 1G ,1J, 
1P.  
 Estos resultados indicarían que en los suelos no cultivados la estructura de la 
comunidad diazotrófica es comparable en ambas profundidades. Por el contrario, en 
los suelos cultivados se observa, además del efecto por el manejo, un cambio notable 
de la composición de la comunidad diazotrófica dado por la profundidad.  
 En un trabajo reciente de Wang et al. 2016 se analizó la variación temporal de 
la abundancia y estructura de la comunidad total y diazotrófica en dos profundidades 
de suelo 0-20 cm y 20-40 cm, bajo cuatro regímenes de fertilización durante dos años. 
Concluyeron que la profundidad es el factor más importante que afecta el tamaño y la 
estructura de las comunidades total y diazotrófica. A su vez observaron que el efecto 
de la fertilización sobre las comunidades diazotróficas en ambas profundidades fue 
significativa, aunque estacionalmente fluctuante [294]. 
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Figura V.12. Distribución de la abundancia de los subclusters nifH en la comunidad diazotrófica 
activa en los distintos tratamientos y profundidades de suelo de Pergamino. Las abreviaturas NC, 
BPA y PPA corresponden a PPA corresponden a no cultivado, buenas prácticas agrícolas y pobres 
prácticas agrícolas, respectivamente. 
c. Clasificación taxonómica de los OTUs más abundantes 
 La Figura V.13 muestra la distribución de la abundancia de los 16 OTUs 
predominantes (presentaron al menos 100 secuencias) en los distintos suelos 
analizados. Estos 16 OTUs representan una proporción importante (53%) de la base 
de datos ADNc-nifH. Se observa que ciertos OTUs fueron asociados a algunas 
condiciones de tratamiento de suelo y/o profundidad de muestreo. Algunos OTUs se 
observaron solo en las capas superficiales de ciertos tratamientos, por ejemplo, los 
OTUs 12, 376 y 380 en el suelo NC y el OTUs 755 en el suelo PPA. Por el contrario, 
el OTU 2 se encontró solo en la sub-superficie de los suelos cultivados. Asimismo se 
observaron OTUs ubicuos, como el OTU 3 presente en todos los suelos analizados y 
el OTU 8, solo ausente en BPA 10. En la muestra de suelo NC se detectó la mayor 
cantidad de OTUs abundantes, especialmente en los primeros 10 cm del suelo. 
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Figura V.13. Distribución de abundancia de los OTUs predominantes en los suelos de Pergamino. 
La abundancia de los OTUs se muestra en un heatmap mediante la paleta de colores de azul (min) a 
rojo (máx). Las abreviaturas NC, BPA y PPA corresponden a PPA corresponden a no cultivado, buenas 
prácticas agrícolas y pobres prácticas agrícolas, respectivamente. Los números 10 y 20 se refieren a las 
profundidades de muestreo de suelo 0-10 cm y 10-20 cm, respectivamente.  
 Con el propósito de analizar las relaciones filogenéticas de los 16 OTUs más 
abundantes, se construyeron árboles de filogenia utilizando la base de datos de 
referencia de secuencias nifH de Zehr et al. [181] incorporando además las secuencias 
de ADN-nifH de los suelos de Pergamino [121]. En la Figura V.14 se muestra la 
relación filogenética de los OTUs dominantes dentro de la base de datos ADNc-nifH 
y su proporción en cada una de las muestras de suelo. A continuación se describen las 
relaciones encontradas en cada uno de los subclusters nifH observados. 
 
- Subcluster 1A 
 Como se muestra en la Figura V.14, 11 OTUs de los 16 OTUs más abundantes 
fueron clasificados dentro del subcluster 1A, 6 de ellos se relacionaron con secuencias 
de Geobacter uranireducens, Geobacter bemidjiensis y Geobacter lovely y los 
restantes 5 con secuencias de Anaeromyxobacter sp. Fw109-5. En general, se observó 
que estos OTUs fueron detectados mayoritariamente en los suelos no cultivados, 
algunos en la superficie (OTUs: 12, 14, 27, 364, 376, 380 y 488) y otros en la sub-
superficie (OTUs: 22, 53 y 182) con excepción del OTU 8 el cual predominó en la 
sub-superficie de BPA.El análisis de componente principales utilizando la matriz de 
abundancia de los subclusters (Figura Suplementaria V.1), mostró que la presencia de 
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las secuencias 1A fue determinante en la agrupación de las comunidades diazotróficas 
de ambos suelos NC y BPA de los 20 cm.  
 El OTU 8 -uno de los más abundantes en la base de datos ADNc-nifH 
(16.3%)- se relacionó con secuencias nifH de suelo previamente descriptas por 
Buckley et al. 2007, las mismas se posicionaron dentro de un grupo profundamente 
divergente del Cluster I al cual los autores denominaron “grupo de microorganismos 
no cultivados” [259]. Cabe mencionar que en dicho estudio se utilizó una metodología 
de análisis basada en principios totalmente diferentes a los usados en el presente 
trabajo. Utilizaron el isótopo pesado de nitrógeno (15N) como trazador del proceso de 
fijación de nitrógeno molecular y luego obtuvieron secuencias nifH a partir de la 
amplificación de ADN con la marca 15N. Los autores concluyeron  que este “grupo de 
microorganimos no cultivados” podría constituir una población significativa y activa 
de fijadores de N2 de vida libre en suelo. Por otro lado, el OTU 8 también se encontró 
muy relacionado a clones nifH revelados en suelos estudiados por Hsu et al. 2009. En 
dicho trabajo también se analizó la comunidad diazotrófica funcional mediante el 
isótopo 15N y hallaron como grupos predominantes los subcluster 1A y 1K [258]. 
 Las secuencias nifH clasificadas como 1A relacionadas al orden 
Anaeromyxobacter y Desulfuromonadales representaron el 45% del total de 
secuencias en la base de datos ADNc-nifH. Coincidentemente, en el censo que 
realizaron Gaby y Buckley et al. 2011 a partir de varias bases de datos encontraron al 
subcluster 1A como uno de los principales y mayoritarios en suelo [83]. En el trabajo 
de Collavino et al. 2014 también encontraron a este filotipo ampliamente distribuido 
en varios suelos de la región pampeana argentina [121] 
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Figura V.14. Relación filogenética de las secuencias aminoacídicas NifH representativas de los 
OTUs predominantes en los suelos de Pergamino. Estos OTUs abundantes (cajas negras) 
presentaron al menos 100 secuencias nifH. El número que precede la abreviación ADN corresponden a 
OTUs nifH obtenidos a partir del estudio de la comunidad diazotrófica potencial en los suelos de 
Pergamino [121]. Los clusters canónicos de nifH se indican sobre las ramas principales. Se muestran 
los porcentajes de confianza superiores a 50% de 1000 bootstrap. Cada OTU se asocia a un gráfico de 
torta que muestra la proporción del mismo entre las distintas muestras de suelo. El árbol de filogenia se 
construyó en ARB con secuencias aminoacídicas parciales de NifH usando el método Neighbour-
Joining. 
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 Asimismo, otros autores examinando secuencias nifH de la población diazotrófica 
asociada a raíces del pasto perenne Molinea caerlea en un sitio de Suiza hallaron que 
más del 50% de las secuencias nifH correspondieron al subcluster 1A [295]. La 
predominancia de este grupo potencial fue revelado también en otros ecosistemas 
tales como en un bosque de coníferas en el norte de Nuevo México [236], en un 
campo de maíz en el Condado de Clinton, Nueva York [258] y en una sección de 
deshielo del glaciar Damma en Suiza [296].  
 Hasta hace poco, el único homólogo de nifH de un microorganismo cultivable 
dentro del subcluster 1A pertenecía a Geobacter metallireducens, por lo tanto, 
resultaba difícil determinar la amplitud filogenética del subcluster. Los esfuerzos más 
recientes en secuenciamiento completo de genomas, han revelado que los genes nifH 
de géneros tales como Pelobacter, Desulfuromonas y Anaeromyxobacter afines con 
miembros de la familia Geobacteracea integran el subcluster 1A y se agrupan 
claramente con las secuencias recuperadas en este estudio. En conjunto estos datos 
evidencian que las poblaciones clasificadas por su secuencia nifH dentro del 
subcluster 1A, las cuales están poco descriptas y caracterizadas desde el punto de 
vista de su fisiología y relación filogenética, aparecen como componentes importantes 
y ubicuos de los fijadores de N2 libres en suelos.  
 La familia Geobacteraceae, ha sido caracterizada como un grupo de bacterias 
anaeróbicas facultativas, y como importantes agentes de la biorremediación, 
oxidación de compuestos orgánicos y de ciertos metales acoplado a la reducción 
disimilativa de sulfato de hierro (III), debido a su avanzada capacidad de establecer 
relaciones sintróficas y a la transferencia extracelular de electrones [297]. Se ha 
propuesto que su capacidad para fijar N2 les proporciona una ventaja adaptativa en el 
subsuelo con nutrientes agotados [298]. Además, la capacidad de los representantes 
de este clado para utilizar el oxígeno como aceptor alternativo de electrones le da 
ventajas competitivas en condiciones óxicas/anóxicas fluctuantes del suelo [299]. 
Estas capacidades funcionales adaptativas de Geobacter pueden explicar la 
importante presencia de este componente de la comunidad fijadora de nitrógeno en 
suelos, que en algunos casos de suelos argentinos, las propiedades físico-químicos de 
éstos promoverían el establecimiento y funcionalidad de Geobacter. 
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- Sublcluster 1K 
 Los 3 OTUs 1K abundantes presentaron similitud con secuencias nifH del 
orden Rhizobiales (Figura V.14). Los OTUs 1 y 3, representando respectivamente el 
2.6% y 8.9% del total de secuencias de la base de datos ADNc-nifH, se relacionaron 
con secuencias nifH de las bacterias metanotrofas Methylocystis/Methylosinus así 
como también con secuencias de microorganismos no cultivables del suelo. Estos 
OTUs se encontraron mayoritariamente en la sub-superficie de PPA. El OTU 355, con 
una representación del 13.5% en la base de datos ADNc-nifH y encontrado 
principalmente en la superficie de BPA, presentó alta homología con Bradyrhizobium 
japonicum (93% de identidad) y con el OTU 3405 (87% de identidad) hallado 
previamente en el análisis de ADN-nifH de suelos de Pergamino [121] 
 El subcluster 1K comprende grupos filogenéticamente muy diversos (Alfa-, 
Beta- y Gammaproteobacterias) y se lo encuentra ampliamente distribuido en suelos 
[121], [233], [300]. En las muestras de suelo analizadas aquí, el subcluster 1K se halló 
representado principalmente por dos grupos bacterianos dentro del orden Rhizobiales: 
los metanotrofos y los rizobios. Las bacterias metanotrofas usan el metano como 
fuente de carbono y energía, son aeróbicas y se han reportado como diazótrofos 
abundantes en suelo [121], [258], [296]. La abundancia de este grupo se ha asociado a 
su ventaja adaptativa de crecimiento en suelos con bajos contenidos de materia 
orgánica y dependientes de los productos de fermentación de los exudados de raíces o 
retención de los rastrojos [258], [296]. Con respecto a los rizobios, estos son quimio-
heterótrofos y aeróbicos capaces de fijar nitrógeno en simbiosis con leguminosas y en 
algunos casos en vida libre en microaerofilia [271], [301]. En un estudio acerca de la 
caracterización funcional de la comunidad endófita de raíces de arroz, se encontró que 
las secuencias de algunos transcriptos nifH se agruparon con secuencias nifH de 
Bradyrhizobium y Rhizobium spp [135]. Asimismo, en las raíces del cultivo de caña 
de azúcar de varios continentes también fue predominante la expresión de genes nifH 
estrechamente relacionados con Rhizobium rosettiformans [279]. Por otra parte, Wang 
et al. 2013 estudiando el perfil ecológico de la comunidad diazotrófica mediante el 
análisis masivo del gen nifH en cuatro suelos de diferentes regiones, encontraron un 
importante número de secuencias nifH relacionadas con Bradyrhizobium y Rhizobium 
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[302]. Lo que resulta interesante es que en dichos suelos no se encontraban plantas 
leguminosas hospederas de dichos microorganismos potenciales fijadores de 
nitrógeno. Los autores proponen que los rizobios presentan un amplio rango de estilos 
de vida libre o que, alternativamente, microorganismos no cultivables pudieron haber 
recibido los genes nifH mediante transferencia horizontal. Estos resultados, al igual 
que los observados en nuestras muestras de suelo, demuestran que los rizobios o 
microorganismos no cultivables portando genes nifH de rizobios, representan una 
parte predominante de la población potencial y activa fijadora de N2 en vida libre en 
el suelo. 
- Subcluster 1B 
 El único OTU abundante dentro del sublcuster 1B, el OTU 755, agrupó con 
secuencias no cultivables, una de ellas detectada en un análisis de suelos ácidos del 
sur de China [303] y presentó una similitud baja (81%) con la especie cultivable más 
cercana, Nostoc azollae. Este OTU solo se detectó en los 10 cm del suelo PPA y con 
el 16.4% presentó la mayor abundancia relativa de secuencias nifH (Figura V.13). El 
análisis de PCA utilizando la matriz de abundancia de los subclusters (Figura 
Suplementaria V.1), mostró que las secuencias 1B se relacionan con PPA 10 cm. 
Otros 9 OTUs con clasificación taxonómica 1B presentaron una baja representación 
con <0.8% del total de secuencias en la base de datos ADNc-nifH y se hallaron 
principalmente presentes en NC 10 cm. 
 Las cianobacterias son fotosintetizadoras oxigénicas, aeróbicas y algunas son 
capaces de fijar N2 en vida libre, en asociaciones y en simbiosis con plantas y 
microorganismos [304]. Se ha sugerido a las cianobacterias como participantes en el 
proceso de mejoramiento de agregación de suelos, y de jugar un rol colaborativo en la 
supresión de patógenos y proceso de biorremediación [186], [305]. 
 En el trabajo de Teng y colaboradores et al. 2009 analizaron el efecto del 
agregado de estiércol orgánico sobre la estructura de la comunidad de diazótrofos en 
suelos ácidos [303], encontrando que en la mayoría de las bibliotecas nifH analizadas, 
las secuencias se relacionaban con secuencias nifH de cianobacterias. Además, este 
grupo de bacterias ha sido reportado como uno de los potenciales grupos diazotróficos 
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relevantes en el ambiente acuático [52], en la corteza de suelos áridos [306], en 
campos de cultivo de arroz en Uruguay [307] y en suelos de deshielo de los Valles 
secos de la Antártida y de los Alpes Suizos [296], [308]. Recientemente, en las matas 
microbianas de Guerrero Negro, un ambiente que experimenta frecuentes periodos de 
desecación e inundación y disrupción física, se reveló que el grupo de las 
cianobacterias es uno de los principales grupos funcionales involucrados en la fijación 
de N2 [309]. Estos datos indican la amplia distribución de las cianobacterias fijadoras 
de nitrógeno en distintos ambientes y regiones de la tierra, y uno de los componentes 
activos en el funcionamiento de varios ecosistemas incluyendo los suelos. 
- Subcluster 3B 
 En relación con el subcluster 3B, se encontró un único grupo de secuencias 
abundantes, el OTU 2, el cual agrupó con secuencias nifH de bacterias no cultivables 
halladas en madera en descomposición de los arboles Fagus sylvatica y Picea abies 
en Alemania [231]. También se relacionó lejanamente (82% de similitud) con 
secuencias nifH del orden Verrucomicrobiales. El OTU 2 representó el 3.8% del total 
de secuencias en la base de datos nifH-ADNc y se halló exclusivamente en la sub-
superficie de los suelos cultivados con el 99% en PPA y el 1% BPA.  
 El subcluster 3B contiene la mayor diversidad de linajes nifH y a su vez es el 
grupo con menor diversidad muestreada, presenta también grandes bifurcaciones y 
ramas largas en el árbol de filogenia [181]. Además, el mayor porcentaje de 
secuencias nifH que lo componen provienen del suelo [83]. Este grupo comprende 
entre otros a los miembros del filo Verrucomicrobia, los cuales son abundantes en 
diversos hábitats, incluyendo suelos, aguas, sedimentos y ambientes extremos como 
aguas termales y con pH de 2-2.5 [310]–[312]. En particular, en suelo este filo 
representa el 1.2 al 11% del total de las bacterias del suelo [313], [314]. Han sido 
revelados representantes del orden Verrumicrobiales preferencialmente en la 
profundidad de 10 a 50 cm de algunos suelos [191], [315]. Se lo ha propuesto como 
un filo con estrategias de vida oligotróficas [120], lo cual podría permitirle 
beneficiarse de los escasos recursos presentes en los estratos más profundos del suelo, 
sumado a la ventaja adaptativa de realizar fijación de nitrógeno en condiciones 
anóxicas. 
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 Resumiendo, en esta sección se ha encarado la asociación filogenética de los 
16 OTUs que se encontraron en mayor proporción en la base de datos nifH-ADNc, y 
su distribución en los diferentes suelos y profundidades. Este análisis demostró que 
las secuencias nifH predominantes se asociaron a los subclusters nifH 1A 
(Deltaproteobacteria y bacterias no cultivables previamente descriptas en suelo), 1K 
(Alfaproteobacteria), 1B (Cianobacteria) y 3B (Verrucomicrobia). En el caso de los 
dos últimos grupos, las secuencias halladas presentaron homología muy baja con las 
secuencias de especies más cercanas cultivables. Esto indicaría que nuestro análisis 
reveló tanto filotipos asimilables a especies cultivadas, como filotipos nuevos que 
presentaron alta similitud solo con secuencias nifH metagenómicas o no cultivables 
detectadas en otros ambientes naturales incluyendo el suelo. Asimismo estos 
subclusters presentaron una distribución diferencial en las muestras de suelo bajo 
distintas condiciones de tratamiento-profundidad (Figura V.14). Los OTUs 
abundantes comprendidos en la clasificación taxonómica 1A se hallaron 
principalmente en ambas profundidades de los suelos no cultivados mientras que los 
OTUs 1K predominaron en los suelos cultivados. Finalmente los OTUs con 
clasificación 1B y 3B se hallaron mayormente representados en la superficie y sub-
superficie, respectivamente, de los suelos bajo monocultivo de soja. En un primer 
análisis exploratorios estos OTUs nifH abundantes de la comunidad diazotrófica 
activa podrían seleccionarse para estudiar su abundancia, tanto a nivel potencial como 
por RT-qPCR y comenzar a validar sí podrían seleccionarse como candidatos para su 
adopción como indicadores de calidad de suelo. 
 La carencia de taxones relacionados con secuencias nifH de los géneros 
bacterianos Azotobacter y Azospirillum en la base de datos ADNc-nifH, resulta 
sorprendente, ya que son grupos bacterianos ampliamente distribuidos en suelo [316], 
[317] y es reconocida su capacidad metabólica de fijación de N2. Al igual que en 
cualquier metodología basada en la amplificación por PCR, no puede descartarse que 
los potenciales desvíos/sesgos de los cebadores en la PCR podrían explicar la falta de 
representación de secuencias de estos géneros bacterianos. Sin embargo, la falta de 
representación de Azotobacter también ha sido reportado en la comunidad 
diazotrófica potencial de algunos suelos tropicales examinados tanto por métodos 
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dependientes como independientes de cultivo [318]. Dicho género tampoco ha sido 
revelado en la comunidad diazotrófica potencial de varios suelos de la región 
pampeana argentina, mientras que Azospirrillum representó casi el 10% en la base de 
secuencias ADN-nifH [121] indicando que este grupo no necesariamente es uno de los 
filotipos activos en la fijación de N2 en estos suelos de Pergamino. Azotobacter es un 
fijador aeróbico que en el proceso de fijación de nitrógeno requiere de un alto 
consumo de carbono, se puede especular que en los suelos examinados y en el 
momento que se tomó la muestra, no se daban las condiciones óptimas para que 
Azotobacter generara transcriptos de nifH. 
Comparación entre la estructura de diazótrofos revelada por análisis de ADN y 
ADNc del gen nifH 
 En este capítulo se ha descrito la caracterización del perfil de la comunidad 
activa en fijación de nitrógeno mediante la secuenciación profunda de ADNc-nifH. 
Por otro lado, nuestro grupo también ha acumulado datos resultantes del análisis de 
pirosecuenciación del gen nifH en el ADN extraído de suelos argentinos [121]. La 
disponibilidad de estos datos fueron estimulantes para encarar un análisis comparativo 
con los datos obtenidos en el análisis de las secuencias nifH generadas a partir de 
ARN de suelo. Las secuencias nifH que se obtuvieron a partir de ADN de suelos de 
Pergamino correspondieron a una profundidad de muestreo de 0-20 cm del nivel del 
suelo. Por lo tanto, para poder comparar el efecto del manejo agrícola en la 
composición de la comunidad potencialmente presente y activa; fue necesario 
eliminar el factor profundidad de los datos de secuenciación de ADNc-nifH. De esta 
forma, se combinaron en un único conjunto a las secuencias ADNc-nifH 
correspondientes a las profundidades 0-10 y 10-20 cm para cada uno de los 
tratamientos NC, BPA y PPA. A continuación se detalla el análisis comparativo de la 
distribución de los diferentes subclusters y OTUs observados en ambas bases de 
datos. 
 En la Figura V.15 se muestra la distribución de los principales subclusters (> 
1%) presentes en las bases de datos nifH de ADN y ARN de suelos de Pergamino. Se 
observa la predominancia de ciertos filotipos de nifH en ambas bases de datos, tal es 
el caso de los subclusters 1K (Alfa y Betaproteobacterias) y 1A 
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(Deltaproteobacterias). Otros subclusters, como Cianobacteria (1B) y las bacterias 
anaeróbicas estrictas del subcluster 3B, estuvieron poco representados en la 
comunidad diazotrófica potencial (el 1.4% y 3%, respectivamente), pero su 
representación se incrementó considerablemente en la comunidad activa (17% y 8%, 
respectivamente). Por el contrario, los subcluster 1J (Azospirillum y Rhodospirillales) 
y 1P (Rhodocyclales) fueron grupos predominantes entre las poblaciones potenciales 
(16% y 4%, respectivamente) mientras que en ARN su representación fue mínima 
(<0.5%). 
 
Figura V.15. Comparación de la composición de las comunidades diazotroficas potencial (ADN-
nifH) y activa (ARN-nifH) en suelos de Pergamino. Las lonjas en rojo en las gráficas de torta para 
ambas bases de datos nifH corresponden a los subclusters cuya representación fue < al 1% del total de 
secuencias nifH. 
 En la Figura V.16 se muestra la distribución de los subclusters en los distintos 
tratamientos agronómicos en las dos bases de datos (ADN-nifH y ARN-nifH). Se 
hallaron ciertas similitudes entre ambas comunidades. Tanto en la comunidad 
potencial como en la activa el subcluster 1A se encontró en mayor proporción en los 
suelos sin cultivar (59% y 82%, respectivamente). A su vez, en las dos bases de datos 
se encontró que la distribución de dicho subcluster fue más relevante en el tratamiento 
BPA (17% en ADN-nifH y 41.5% en ARN-nifH) comparado con PPA (13% en ADN-
nifH y 2% en ARN-nifH). Por el contrario, 1K se encontró en mayor proporción en 
los suelos cultivados y en particular en BPA (49% en ADN-nifH y 58% en ARN-
nifH). Asimismo, el subcluster 3B también se encontró en mayor proporción en los 
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suelos cultivados, en BPA (4%) de la comunidad potencial y en PPA (23%) de la 
comunidad activa. El subcluster 1B, detectado en una representación relativamente 
baja en la mayoría de los suelos, se observó en mayor proporción en los suelos PPA 
de ambas comunidades. 
 Concluyendo, se observan importantes puntos de contacto en la composición 
de las comunidades diazotróficas potencial y activa, la preponderancia de filotipos 
como 1A y 1K, así como la distribución de los mismos en los diferentes tratamientos, 
sugiere que los principales grupos encontrados como potenciales son también activos 
en la fijación de N2. 
.  
Figura V.16. Composición de la comunidad de diazótrofos revelada por el análisis de ADN y 
ARN del gen nifH en los suelos de Pergamino con distinto tratamiento agronómico. Las porción 
en rojo en las gráficas de torta para ambas bases de datos nifH corresponden a los subclusters cuya 
representación comprendió el rango de 0.2% a 3% del total de secuencias nifH en ADN-nifH y ARN-
nifH. 
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Relación filogenética y distribución de los OTUs nifH dominantes en ADN-nifH y 
ARN-nifH de suelo. 
 Con el objeto de profundizar en las relaciones filogenéticas existentes entre los 
OTUs presentes en las poblaciones diazotróficas potenciales y activas y comparar sus 
distribuciones en las distintas muestras de suelo, se originó una única base de datos 
con las secuencias aminoacídicas ADNc-nifH y ADN-nifH, las mismas se agruparon 
en OTUs usando el programa CD-Hit y se clasificaron mediante la construcción de 
árboles de filogenia utilizando la base de datos de referencia de secuencias nifH de 
Zehr et al. 2003 [181]. 
 El agrupamiento de las secuencias resultó en un total de 937 OTUs. Los 22 
OTUs más abundantes (≥ 200 secuencias) representaron el 60% del total de 
secuencias nifH. En la Figura V.17 se muestran las relaciones entre estos OTUs, 
clasificados dentro de los subclusters nifH 1K, 1A, 1J, 1B y 3B, y su distribución en 
los distintos tratamientos analizados. Se puede observar que la mayoría de los OTUs 
abundantes a nivel de ARN también se encontraron representados a nivel de ADN, 
aunque con distinta proporción relativa. 
 De los 22 OTUS más abundantes 10 resultaron asociados taxonómicamente al 
subcluster 1K. El sub grupo de secuencias representado por los OTUs 3, 19, 98, 238, 
586 y 605 se agrupó principalmente con secuencias nifH del género Bradyrhizobium. 
Se observó que estos OTUs fueron en general más abundantes a nivel de ADN, 
excepto por el OTU 586 que presenta una alta abundancia en las secuencias ADNc en 
las buenas prácticas. Otros OTUs 1K se relacionaron con secuencias nifH de bacterias 
no cultivables del suelo, entre ellos los OTUs 1, 522 y 657. El OTU 1 se halló 
presente en todos los suelos examinados tanto a nivel potencial como activo, por el 
contrario el OTU 657 solo estuvo presente a nivel de ADN (Figura V.17). 
 Con respecto a los OTUs 588 y 635, asignados al subcluster 1J, presentaron 
homología con dos especies, Methylobacterium nodulans y Gluconacetobacter 
diazotrophicus. El OTU 588 se encontró en todos los suelos, tanto a nivel de ADN 
como ARN, sin embargo es interesante resaltar que en ambos casos fue 
particularmente abundante en los suelos cultivados bajo rotación de cultivos (BPA). 
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Ha sido reportado que la presencia de M. nodulans es afectada positivamente por la 
presencia de residuos de maíz [258], coincidentemente el maíz es uno de los cultivos 
de rotación que presentan estos suelos BPA. Se podría inferir que no solo la presencia 
de este OTU sino también su actividad fijadora de N2, se ve favorecida en aquellos 
suelos que presenten rastrojos del cultivo de maíz. Por otro lado, el OTU 635 solo se 
revelo a nivel de la comunidad diazotrófica potencial. 
 Dentro del subcluster 1A se revelaron 7 OTUs relacionados principalmente al 
orden Desulfuromonadales y con bacterias no cultivables del suelo. Tanto a nivel de 
ADN como ARN se observó una mayor predominancia de los OTUs 1A en los suelos 
no cultivados y bajo rotación intensiva de cultivos (trigo/soja-maíz). En particular, los 
OTUs 17 y 31 estuvieron más representados en los suelos NC a nivel de ADN 
mientras que los OTUs 94, y 120 lo hicieron a nivel de ARN. 
 El único OTU abundante 3B correspondió al OTU 2, se relacionó con 
secuencias nifH de bacterias no cultivables y más lejanamente con el orden 
Verrucomicrobiales. Este OTU se encontró solo en nifH-ARN de los suelos 
cultivados y con mayor proporción en PPA. Dentro del subcluster 1B también se 
reveló un único OTU abundante, el OTU 1303, que presentó mayor homología con 
secuencias nifH de bacterias no cultivables y más lejanamente con el orden 
Nostocales. La mayor proporción de este OTU se registró en las malas prácticas de 
ambas comunidades diazotróficas. 
 Este análisis puso en evidencia que los grupos activos (ARN-nifH) más 
abundantes no fueron los más frecuentes en la comunidad diazotrófica potencial 
(ADN-nifH). Por ejemplo, el OTU 586 presentó alrededor de 100 secuencias nifH en 
ADN, mientras que en ARN un total de 2000 secuencias. Esto indicaría que miembros 
poco abundantes de la comunidad diazotrófica potencial, podrían ser ocasionalmente 
importantes en la fijación de N2. Este análisis comparativo también reveló que la 
mayoría de los grupos activos (ARN-nifH) se encontraron representados en la 
comunidad diazotrófica potencial (ADN-nifH). La ausencia del OTU 2 (3B) a nivel 
ADN pudo deberse a una sub representación de dichas secuencias en la base de datos 
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ADN-nifH, y a cuestiones experimentales tales como los desvíos asociados a la 
reacción por PCR y especificidad de los cebadores. 
 
 
Figura V.17. Relación filogenética de las secuencias aminoacídicas NifH representativas de los 
OTUs abundantes presentes en ADN y/o ARN de los suelos de Pergamino. Estos OTUs abundantes 
(cajas negras) presentaron al menos 200 secuencias nifH. En el margen derecho de la figura se graficó 
el heatmap con la distribución relativa de cada OTU entre las distintas muestras de suelo. La gama de 
colores indica la abundancia en número de secuencias nifH en dicho OTU y la ausencia de secuencias 
se señala con el color blanco. El árbol de filogenia se construyó en el entorno ARB con secuencias 
aminoacídicas parciales de NifH usando el método Neighbour-Joining. 
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Cuantificación en suelo de filotipos de interés mediante qPCR del gen nifH 
 Se evaluó la abundancia de grupos de interés en el ADN extraído de las 
muestras de suelo utilizadas para el análisis de transcriptos nifH, mediante el uso de 
qPCR y cebadores específicos de dos taxones filogenéticamente relacionados con 
Geobacter y cianobacterias del género Nostoc. Se seleccionaron el OTU 755 con 
clasificación taxonómica subcluster 1B y parentesco lejano con secuencias nifH del 
género Nostoc, y los 6 OTUs 1A (22, 8, 27, 380,488 y 53) relacionados con 
Geobacter. En la sección “qPCR de grupos específicos de nifH” del Capítulo II de 
Materiales y Métodos se ha descripto el diseño de los cebadores y las condiciones de 
la qPCR. En la Tabla V.4 se listan los cebadores diseñados en este estudio. 
  La especificidad de los cebadores se evaluó in silico mediante la comparación 
con genes nifH de la base de datos pública NCBI y experimentalmente analizando su 
especificidad en reacciones de amplificación usando ADN aislado de Geobacter sp y 
Nostoc sp. PCC 7120 y además la ausencia de reacción cruzada con ADN de bacterias 
diazotróficas no relacionadas filogenéticamente con Nostoc y Geobacter. Como se 
muestra en la Figura Suplementaria V.2, la amplificación de un fragmento del tamaño 
esperado solo se observó en los casos de los templados correspondientes a ADN de 
Geobacter sp. y Nostoc sp. PCC 7120 (controles positivos). 
Tabla V.4. Cebadores utilizados en la PCR cuantitativa qPCR.  
Cebador Blanco 
Sublcluster 
nifH 
Secuencia (5’–3’) 
Tamaño de 
amplicón (pb) 
CyanoFw 
CyanoRev 
OTU 755 
OTU 755 
1B 
1B 
TGG TAT CAT CAC CGC CAT CAA CTT C 
GAA TTG GCA TAG CGA AAC CAC CG 
116 
Geo Fw OTUs: 8,22, 27,53,380,488  1A GCC AAR GCG CAG AAT ACG T              314* 
* Tamaño esperado de amplicón con el cebador reverso nifH2 [141] 
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 Para determinar la abundancia relativa de las bacterias diazotróficas de los grupos 
nifH específicos de los subclusters 1B y 1A, los datos primarios resultantes de qPCR 
fueron normalizados con la abundancia del gen ribosomal ARNr 16S. Los niveles de 
ARNr 16S fueron comparables entre los tratamientos y profundidades de suelo 
evaluados. 
 No se detectaron en la muestra PPA 20 cm, niveles apreciables de nifH para el 
grupo 1B relacionado con Nostoc. El análisis de ANOVA simple considerando la 
variable tratamiento mostró que la muestra PPA 10 cm presentó una abundancia de 
niveles nifH significativamente mayor (r2=0.85, p=0.0002) comparado con el resto de 
los tratamientos. Considerando la variable profundidad, hubo diferencias 
significativas de abundancia (r2=0.6, p=0.015), y los mayores niveles de nifH en todos 
los tratamientos se revelaron en los primeros 10 cm. A partir del análisis de ANOVA 
de dos componentes, se observó que la interacción entre ambas variables (tratamiento 
y profundidad) fue significativa (r2=0.89, p<0.0001), hallándose los mayores niveles 
en la superficie de los suelos manejados con pobres prácticas (Figura V.18 A). 
 Con respecto al grupo de diazótrofos 1A relacionado con Geobacter, no se 
detectaron niveles de nifH en las muestras PPA. En el análisis de ANOVA simple, se 
encontraron diferencias significativas de niveles nifH, entre NC y BPA (r2=0.29, 
p=0.03), y cuando se consideró la profundidad, la mayor abundancia de nifH se 
registró para los 10-20 cm (r2=0.31, p=0.026). La interacción entre profundidad y 
tratamiento fue significativa (r2=0.9 p=0.0001) y BPA 20 cm presentó los mayores 
valores de abundancia nifH (Figura V.18 B). 
 A partir de los resultados obtenidos mediante el análisis de qPCR de taxones 
nifH específicos se observó que el OTU 1B (cianobacterias) revelado en el análisis de 
transcriptos nifH solo en la superficie del suelo PPA, se halló a nivel potencial (ADN) 
en todos los tratamientos y profundidades de suelo, excepto en PPA 20 cm. La 
abundancia de este grupo fue mayor en los primeros 10 cm del suelo, observándose el 
mayor nivel en el manejo bajo monocultivo de soja (PPA). Estos datos sugieren que el 
desarrollo y adaptación de las cianobacterias fotosintéticas y aeróbicas, puede ser 
Tesis Doctoral Capítulo V Priscila A. Calderoli 
175 
 
favorecido en los primeros cm de suelo que presenta mayor exposición solar y 
disponibilidad de O2. 
 
 
Figura V.18. Efecto del tratamiento y profundidad del suelo sobre la abundancia relativa de nifH 
de taxones específicos de nifH. En A se muestran la cuantificación del OTU nifH relacionado con 
Nostoc y en B para los OTUs relacionados con Geobacter. La abundancia de nifH, como unidades 
relativas normalizadas en base a la abundancia del gen  ARNr 16S. Se aplicó la prueba de Tukey, las 
medias con distinta letra  indican diferencias significativas (p≤0.05). ). Las abreviaturas NC, BPA y 
PPA corresponden a corresponden a no cultivado, buenas prácticas agrícolas y pobres prácticas 
agrícolas, respectivamente. 
 Para evaluar si la mayor abundancia encontrada en el suelo PPA podría 
correlacionarse también con alguna característica físico-química particular de estos 
suelos, se realizó un análisis de componentes principales exploratorio con los valores 
de abundancia de los subclusters nifH y variables físico-químicas de suelo. Como se 
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muestra en la Figura Suplementaria V.3 el subcluster 1B se asoció con el parámetro 
físico del suelo Dmean (diámetro de la media de poros), la cual se corresponde con la 
distribución de poros. En el trabajo de tesis doctoral de F. Behrends Kraemer [319] se 
encontró que el suelo PPA de Pergamino presentó los mayores valores de Dmean, y 
se sugirió que estos valores podrían asociarse con poros de menor estabilidad. Con 
nuestros datos se podría inferir que la predominancia de este grupo diazotrófico 1B en 
la superficie de los suelos PPA se relaciona con poros de menor estabilidad. Ya ha 
sido sugerida la relación de cianobacterias con propiedades físicas del suelo. Por 
ejemplo, Yeager et al. 2004, analizando costras del suelo de la Meseta de Colorado y 
del desierto de Chihuahua (EEUU), concluyen e identifican una relación entre la 
inestabilidad del suelo, el estrés hídrico y la predominancia de Nostoc y Scytonema 
[129].  
 El ensayo de qPCR también mostró que el grupo diazotrófico relacionado con 
Geobacter se encuentra en niveles considerablemente mayores en la profundidad 10-
20 cm de BPA. Si bien la mayor abundancia de nifH de este grupo específico 
relacionado a Geobacter se encontró asociado a los 20 cm de las BPA, en la superficie 
de NC y BPA también se detectaron niveles apreciables de nifH. Los miembros de 
Geobacter son capaces de utilizar la respiración anaeróbica facultativa, y esta 
propiedad metabólica posiblemente les otorgue cierta ventaja adaptativa permitiendo 
su distribución en diferentes profundidades del suelo con distintos grados de 
oxigenación. En el biplot de la Figura Suplementaria V.3 el subcluster 1A se asoció a 
las variables - carbono orgánico (OC del inglés organic carbon) y - capacidad de 
intercambio catiónico (CEC del inglés cation exchange capacity). Ha sido demostrado 
por Collavino et al. 2014 que la diversidad de la comunidad diazotrófica potencial en 
varios suelos argentinos es afectada significativamente por los niveles de carbono 
orgánico del suelo [121]. Podría especularse que los filotipos incluidos en el 
subcluster 1A, al disponer de un metabolismo heterotrófico sean altamente 
dependientes del uso de los compuestos orgánicos presentes en el suelo. La capacidad 
de intercambio catiónico resulta un buen indicador de la composición y del 
comportamiento del suelo. Es sabido que la adsorción de cationes aumenta cuando 
aumentan los contenidos de partículas finas, con el aumento de minerales de arcilla 
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2:1 [320] y con el contenido de materia orgánica del suelo [319]. Estos datos nos 
permiten pensar que la variable CEC puede relacionarse con Geobacter, teniendo en 
cuenta su capacidad para utilizar los óxidos de hierro insolubles como aceptores de 
electrones para la oxidación de la materia orgánica [233]. El posible rol protagónico 
de este filotipo 1A relacionado al orden Desulfuromonadales en la fijación libre de N2 
en la superficie y sub-superficie resulta sumamente interesante desde un punto de 
vista agronómico, ya que hemos encontrado que se trata un grupo de diazótrofos 
abundante y cuyos transcriptos nifH han sido detectados en suelo. 
 En un trabajo reciente de Wang et al. 2016 se analizó la variación temporal de 
la abundancia y estructura de la comunidad bacteriana total y diazotrófica en dos 
profundidades de suelo 0-20 cm y 20-40 cm, bajo cuatro regímenes de fertilización 
durante dos años. Observaron que la abundancia de los genes nifH y ARNr 16S 
disminuyó con el aumento de la profundidad, independientemente del régimen de 
fertilización [294]. Reardon et al. 2014 revelaron que la abundancia de bacterias 
diazotróficas en suelo disminuye exponencialmente a lo largo de las dos 
profundidades analizadas, 0-2 y 5-10 cm tanto en la rotación de cultivos trigo-
barbecho como trigo-arveja. A su vez, no observaron efectos de la fertilización 
nitrogenada sobre la abundancia de las bacterias diazotróficas en la capa superficial, 
contrariamente la aplicación de fertilizantes está asociada a una reducción de  la 
abundancia en la profundidad de 5-10 cm [321]. 
 En líneas generales, los resultados de investigaciones sobre trabajos de 
abundancia de nifH tienden a mostrar que los niveles disminuyen en la mayor 
profundidad de muestreo y en algunos casos que también resultan afectados por la 
fertilización. En comparación con nuestros resultados, donde se analizó una sub-
población de la comunidad diazotrófica total, encontramos que algunos grupos 
presentan mayor abundancia en la sub-superficie, mientras que otros en la capa 
superficial. Los datos que hemos mostrado aquí se refieren al análisis del suelo de 
sólo una región, nos resulta obvio que para generalizar y adoptar como indicadores 
biológicos asociados a tipo y uso de los suelos, es necesario extender este análisis a 
otros suelos que comprendan distintos ambientes y características fisicoquímicas de 
los suelos. Aún hacen falta más estudios a escala regional/global para poder relacionar 
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la abundancia de filotipos nifH con distintos niveles de profundidad y manejo 
agrícola, siendo que hay muchas otras variables como el pH, el sitio, el momento de 
muestreo y rotación de cultivos que también afectan los niveles de nifH [110], [121], 
[294], [322], [323]. 
Conclusiones 
 Nos propusimos caracterizar la comunidad diazotrófica activa en suelos 
considerando dos variables, la profundidad y tratamientos agrícolas. La hipótesis de 
trabajo consistió primariamente en asumir que los diazótrofos de suelo expresan la 
nitrogenasa y que es demostrable a través del análisis del ARN extraído directamente 
del suelo; y en segundo lugar que el tipo de tratamiento agrícola y profundidad puede 
influir en el perfil de diazótrofos activos. La extracción satisfactoria de ARN del suelo 
en cuanto a la calidad y cantidad, y a su vez libre de ADN genómico, permitió obtener 
un pool de moléculas de ARN para su posterior análisis. Las etapas adicionales 
incorporadas durante la purificación y los controles experimentales demostraron que 
logramos un ARN libre de contaminación de ADN residual. La síntesis de ADNc nifH 
y posterior pirosecuenciación de amplicones nifH resultó en una base de datos ADNc-
nifH, la cual una vez curada se utilizó para varios análisis bioinformáticos y 
estadísticos. El estudio se limitó a suelos de la región de Pergamino, muestreados solo 
una vez en el tiempo en un determinado momento, Junio del 2012. Las conclusiones 
que sacamos de este trabajo tienen que atender en cuanto a generalizaciones, a esta 
limitación de espacio y tiempo. Resulta importante destacar que la metodología 
aplicada es apropiada para evaluar la riqueza, diversidad y estructura de la comunidad 
diazotrófica activa en suelo. 
 Los diferentes diazótrofos constituyen un grupo que encierra un alto grado de 
diversidad, algunos de esos grupos se acomodan y distribuyen en las distintos sub-
ambientes del suelo en cuanto al tratamiento y profundidad del mismo. Se encontró 
que la riqueza y diversidad de la comunidad diazotrófica es significativamente mayor 
en el suelo no cultivado (NC) comparado con los suelos cultivados. La profundidad 
también afectó significativamente la diversidad diazotrófica en forma dependiente del 
tratamiento agrícola. Cuando se comparó la diversidad de las poblaciones 
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diazotróficas, potencial y activa, no se hallaron diferencias significativas para los 
suelos no cultivados, contrariamente en los suelos cultivados bajo ambas manejos 
BPA y PPA, la población potencial (ADN-nifH) resultó ser más diversa. Estos 
resultados en su conjunto podrían estar indicando que la comunidad diazotrófica 
activa es más sensible a factores relacionados con el uso del suelo, y que aquellos 
grupos que logran transcribir nif en los suelos cultivados, podrían presentar mayor 
capacidad para competir y/o sobrevivir en las condiciones resultantes de aplicar la 
siembra directa. Los grupos taxonómicos Cianobacterias y Geobacter encontrados en 
nuestro trabajo parecen ser ejemplos ilustrativos de este comportamiento. 
 La composición de la comunidad diazotrófica de los suelos no cultivados fue 
similar en ambas profundidades de suelo analizada (0-10 cm y 10-20 cm). Por el 
contrario, en los suelos cultivados se observó, además del efecto por el manejo, un 
cambio notable de la composición entre las profundidades. Dado que encontramos 
que la mayor disimilitud composicional se da entre los ambientes NC y PPA, 
podemos concluir que el monocultivo de soja (PPA) presentaría un efecto más notable 
sobre la composición diazotrófica en comparación con el manejo que incorpora la 
rotación de cultivos (BPA).  
Las bacterias del suelo que llevan a cabo la FBN vida libre se distribuyen  en 
diferentes grupos taxonómicos [52]. En la comunidad diazotrófica activa de 
Pergamino los OTUs nifH predominantes se asocian con los géneros Geobacter (1A), 
Bradyrhizobium (1K), Methylocystis (1K) Nostocales (1B) y Verrucomicrobiales 
(3B). Además, otros OTUs nifH también abundantes, se asocian filogenéticamente 
con secuencias nifH de bacterias no cultivables del suelo. Esto indica que además de 
revelar fijadores conocidos, también se revelan microorganismos aún no cultivados 
que representarían contribuciones significativas al balance de nitrógeno en los suelos, 
y probablemente microorganismos nuevos. La asociación de rizobios con los suelos 
cultivados, las cianobacterias con la superficie de los suelos PPA, y taxones 
relacionados con Geobacter en NC y BPA; cada uno de ellos con sus características 
fisiológicas propias y diferentes entre sí, indican que las bacterias diazotroficas 
encontrarían nichos ecológicamente diversos para activar la FBN, lo cual es otro 
indicador de la heterogeneidad del ambiente suelo.  
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 La predominancia de los grupos de Geobacter y rizobios tanto en la población 
potencial como activa apunta a identificar rasgos de similitud entre ambas 
comunidades. Por otro lado, también resultó diferente la proporción de los órdenes 
Cianobacteria y Verrucomicrobia, los cuales están representados pobremente en la 
comunidad potencial. Con qPCR y oligonucleótidos cebadores específicos para los 
dos grupos encontrados predominantes en el análisis de ARN, encaramos la 
evaluación cuantitativa de copias de nifH de dichos taxones en muestras de ADN de 
suelo. El análisis del taxón 1B relacionado lejanamente al orden Nostocales se 
encontró a nivel de ADN en mayor abundancia en la superficie del suelo de los tres 
tratamientos, pero la presencia de transcriptos nifH se limitó solo a la práctica de 
monocultivo de soja. Encontramos interesante la prevalencia de éste filotipo en 
suelos, ya que como ha sido sugerido, las cianobacterias desde el punto de vista 
agronómico no solo mejoran la estructura del suelo y la fertilidad, sino que también 
podrían favorecer el crecimiento de ciertos cultivos [324]. 
 Una conclusión importante es que este análisis nos permite en futuros estudios 
dirigir de manera más precisas nuestra atención a algunos componentes de la 
comunidad de suelo, por ejemplo, cuál es el perfil de los mismos en suelos con 
diferentes propiedades fisicoquímicas, cómo varían en el curso del tiempo y distintas 
épocas del cultivo. Más aún, intentar el aislamiento en laboratorio para llevar a cabo 
una caracterización fisiológica, bioquímica y taxonómica más profunda. Sin dudas los 
resultados aquí presentados más los futuros, representarían una contribución original e 
importante a la biología del suelo. 
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 La actividad del complejo agroindustrial de nuestro país tiene el potencial 
suficiente para abastecer el mercado interno y además exportar bienes y servicios de 
clase mundial. La producción primaria de origen agropecuario depende de un nivel de 
productividad creciente para permanecer competitiva en el futuro inmediato. Una de 
las limitantes más importantes de dicha producción es sostener la fertilidad de los 
suelos, siendo la disponibilidad de N una de las determinantes de la fertilidad. La 
consideración del relativo alto costo económico del uso de fertilizantes químicos y su 
impacto ecológico, pone a la FBN como una alternativa con un rol clave en los 
sistemas productivos y sustentables en el suelo. El estudio de las comunidades 
diazotróficas del suelo aplicando métodos independientes del cultivo en laboratorio, 
permite además de obtener una visión amplia de la diversidad de esa comunidad 
bacteriana proveer información útil para intentar el desarrollo de políticas ambientales 
que preserven y aseguren la explotación sustentable de los ambientes naturales y 
agrícolas. 
 En este trabajo de tesis se obtuvo información relevante acerca de la 
diversidad y la estructura de la comunidad diazotrófica en suelos con distintos 
manejos agronómicos, localizados en la principal región agrícola productiva de la 
Argentina, la denominada Región Pampeana. El estudio de la comunidad fijadora de 
N2 libre comprendió diferentes enfoques. En uno de ellos se aplicó un criterio de 
análisis metagenómico, en el cual se encaró la secuenciación masiva al azar del ADN 
total del suelo. Estos datos nos fueron útiles para intentar un examen in silico del 
metagenoma del suelo, haciendo hincapié en la identificación de componentes 
asociados al ciclo del nitrógeno. Los resultados de este análisis nos mostraron que el 
suelo presenta capacidades metabólicas ubicuas en el ambiente en una escala global, y 
que ciertas categorías funcionales jerárquicas, como el metabolismo de carbohidratos, 
el metabolismo de proteína, y los mecanismos de virulencia y defensa, se hallan 
ampliamente representados en suelo comparado con otros ambientes (ej. acuáticos). 
Con respecto al metabolismo de N, hallamos que las respectivas representaciones de 
las comunidades de FBN y de nitrificación son bajas. Esta observación contrasta con 
los resultados obtenidos al relevar las comunidades fijadoras de nitrógeno a través de 
la secuenciación profunda de amplicones nifH. Dado que está aceptado que los 
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procesos mencionados son fundamentales en la incorporación y transformación del N 
del suelo, es razonables inferir que esa baja representación podría adjudicarse a la 
limitada cobertura de secuenciación de los metagenomas. Esos resultados son 
coincidentes con los de otros autores, los cuales fueron publicados recientemente 
durante o después de encarados nuestros estudios [170]. Estas características del nivel 
de cobertura nos limitaron en el alcance y la capacidad de esta estrategia para revelar 
un número apreciable de secuencias asignadas a dichos procesos y consecuentemente 
identificar in silico a componentes del ciclo de nitrógeno. Sin embargo, resultó 
apropiado para el estudio de las comunidades involucradas en la reducción asimilativa 
de nitrato y en la desnitrificación, lo cual reflejaría su predominancia entre las 
comunidades del ciclo de N en los suelos analizados de la región pampeana. Se 
encontraron diversos filotipos asociados a las diferentes etapas del ciclo del N. 
Algunos de estos corresponden a fila ampliamente distribuidos en suelo como 
Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria y Actinobacteria, mientras que otros como 
Deinococcus thermus y Aquificae comprenden bacterias que suelen habitar ambientes 
con condiciones de temperatura más extremas. Además, encontramos al dominio 
Archeae y un grupo de bacterias no cultivables representados en nuestros datos. Estas 
observaciones reflejan el amplio rango de microorganismos que potencialmente 
podrían estar involucrados en los diferentes procesos metabólicos del ciclo del N en 
suelo. 
 La disponibilidad de herramientas con un grado de baja complejidad 
experimental es deseable para evaluar las distintas comunidades microbianas 
presentes en los suelos. Encontramos aplicando la técnica de tipo huella digital T-
RFLP, que es posible revelar diferencias en la estructura diazotrófica potencial (ADN) 
entre suelos agrícolas cultivados y no cultivados de seis localidades geográficas. Los 
resultados obtenidos indican que los dos factores evaluados -manejo agronómico y 
ambiente- presentaron un efecto notable en los perfiles T-RFLP de la comunidad 
diazotrófica. En algunos suelos la composición de la comunidad diazotrófica parece 
estar afectada mayormente por el uso agrícola del suelo (S1 a S4), mientras que en 
otros (S5 y S6) el principal factor efector fue la localización geográfica. La técnica no 
alcanza a revelar cambios en los perfiles T-RFLP de suelos bajo siembra directa con 
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las dos diferentes prácticas analizadas, consistentes esencialmente en el monocultivo 
sin reposición de nutrientes (PPA) versus la rotación intensiva con fertilización 
balanceada (BPA). Los resultados indican que son más simples de identificar las 
diferencias entre efectos por la actividad agrícola (suelos cultivados vs. suelos no 
cultivados) que las diferencias atribuibles a las distintas calidades de uso y manejo del 
suelo en BPA y PPA. Es interesante concluir que la generación de perfiles T-RFLP, 
propios y característicos de un tipo de suelo y del uso agrícola, ofrece un camino para 
evaluar en forma comparativa los mismos, y la dinámica de las comunidades 
diazotróficas en el curso del tiempo. Este tipo de análisis permitiría integrar un 
indicador biológico a los ya disponible parámetros fisicoquímicos usados para 
caracterizar a los suelos. Por ejemplo, la distribución diferencial de algunos 
componentes diazotróficos revelados como distintos T-RFs entre usos, manejos y 
sitios de los suelos, los cuales además presentaron una proporción considerable dentro 
de la comunidad diazotrófica, podrían brindar información útil para el desarrollo de 
indicadores biológicos simples y eficientes de calidad de suelo y/o utilizarse para el 
monitoreo de cambios en la estructura poblacional diazotrófica en una escala de 
tiempo o tratamientos experimentales. 
 Basado en la pirosecuenciación de secuencias nifH, obtenidas a partir de la 
amplificación de transcriptos nif, encaramos la tarea de identificar a los grupos 
taxonómicos candidatos activos en la fijación de N2 en vida libre. Se analizaron suelos 
de Pergamino con distinto manejo agronómico y profundidad. La diversidad 
diazotrófica es significativamente mayor en el suelo no cultivado (NC) comparado 
con los suelos cultivados y, a su vez fue afectada por la profundidad en forma 
dependiente del tratamiento agrícola. El efecto de la profundidad fue principalmente 
notable en la composición diazotrófica de los suelos cultivados, ya que en los suelos 
no cultivados la composición fue semejante en ambas profundidades. Además, la 
mayor disimilitud composicional se reveló entre los suelos no cultivados y los suelos 
bajo monocultivo. Estos datos indican que tanto el uso como la profundidad del suelo, 
determinan en cierta medida cuales diazótrofos dentro de la amplia diversidad, son 
activados para realizar fijación de nitrógeno en vida libre y también ponen de 
manifiesto que el monocultivo de soja parece tener un efecto importante sobre la 
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estructura de la comunidad diazotrófica, comparado con el tratamiento que 
comprende a la rotación de cultivos. Las características de manejo en las prácticas 
pobres, o algunas de las mismas, forzarían al amplio espectro de diazótrofos presentes 
en el suelo, a una redistribución diferencial en las capas de distinta profundidad de los 
respectivos suelos respecto a la de los ambientes no perturbados. 
 Encontramos interesante en este examen demostrar la predominancia de los 
filotipos nifH relacionados con los órdenes Desulfuromonadales, Nostocales y 
Rhizobiales en la comunidad diazotrófica activa. Por otro lado, reforzamos las 
evidencias de presencia de bacterias no cultivables y aún no caracterizadas, como 
miembros activos en la fijación en vida libre de N2. Estas observaciones son una 
demostración de la potencialidad del estudio a gran escala de un gen funcional de 
interés, mediante pirosecuenciación. Se revelaron distintos perfiles de distribución de 
grupos predominantes entre los distintos suelos examinados. Así, las secuencias del 
orden Rhizobiales se asocian con los suelos cultivados, mientras que las 
cianobacterias se encuentran principalmente en la capa superficial de los suelos con 
monocultivo, y por el contrario, los taxones relacionados con Geobacter se asocian a 
los suelos no cultivados o con rotación de cultivos. Estas bacterias diazotróficas 
caracterizadas por presentar diferentes fisiologías encontrarían en el contexto de la 
heterogeneidad estructural del suelo, micro-nichos ecológicamente diversos en los 
cuales cada grupo encuentra condiciones apropiadas para activar la fijación biológica 
de nitrógeno. Coincidentemente, Geobacter y los rizobios fueron encontrados como 
grupos predominantes en los mismos manejos de suelo en la comunidad diazotrófica 
potencial (ADN) indicando que estos grupos son importantes componentes del 
proceso a nivel potencial y activo. En contraste, los órdenes Cianobacteria y 
Verrucomicrobia pobremente representados en la comunidad potencial son grupos 
predominantes de la comunidad activa de los suelos. 
 Fue reportado por nuestro grupo de trabajo, que la diversidad de la comunidad 
diazotrófica potencial en los suelos de Pergamino es similar entre tratamientos. 
Interesantemente, en los suelos no perturbados hallamos que la diversidad 
diazotrófica fue similar entre la comunidad potencial y activa, mientras que para los 
suelos cultivados se encontraron valores significativamente mayores en la comunidad 
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potencial. Los resultados tanto del análisis del ADN extraído del suelo como los aquí 
presentados sobre el análisis del ARN, indican una alta redundancia funcional en 
fijación biológica de nitrógeno en los suelos no disturbados. En relación a los suelos 
agrícolas, la menor diversidad funcional puede ser producto de las perturbaciones 
propias del uso, menor diversidad de plantas presentes, agregado de fertilizantes, 
inoculación con fijadores simbióticos, aplicación de agroquímicos etc., las cuales 
parecen afectar la actividad de varios de los grupos diazotróficos presentes en los 
suelos cultivados. 
 La cuantificación por qPCR de grupos específicos relacionados con secuencias 
de Geobacter y Nostoc, mostró que los niveles de copias de nifH-ADN fueron 
significativamente más abundantes en aquellos suelos donde también se reveló el 
mayor número de transcriptos nifH. Existen investigaciones previas, basadas en 
distintas metodologías de estudio, que demuestran la presencia y el protagonismo de 
secuencias nifH relacionadas con Geobacter en el proceso de fijación de N2 en suelos 
agrícolas [83], [121], [233], [296]. Se ha propuesto que sus capacidades metabólicas 
le permiten adaptarse a condiciones cambiantes, de disponibilidad de nutrientes o 
disposición de 02, lo que resultaría en su prevalencia con respecto a otros grupos 
diazotróficos. Asimismo, hallamos secuencias relacionadas con Nostoc mayormente 
asociadas a la superficie y predominantes en el monocultivo de soja. Hemos 
encontrado que el mayor nivel de copias de este filotipo se relacionó principalmente 
con parámetros físicos relacionados con menor estabilidad de suelo. En trabajos 
previos se ha encontrado que la mayor abundancia de Nostoc en líquenes de suelos 
áridos se encuentra principalmente relacionada con factores como inestabilidad del 
suelo y estrés hídrico [129].  
 Los datos primarios obtenidos con la pirosecuenciación del gen nifH, fueron 
apropiados para estimar la diversidad, describir la composición de la comunidad 
activa, y compararlos con los datos obtenidos previamente sobre la estructura de la 
comunidad diazotrófica potencial. Esta información que encontramos auspiciosa 
invita a extender los estudios con preguntas más precisas sobre algunos grupos, ya 
que demostramos que algunos diazótrofos son interesantes, en sus perfiles distintivos 
de presencia y actividad en las diferentes condiciones analizadas. Entendemos que 
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después de la evaluación de un número mayor de diferentes suelos y condiciones de 
uso, podrían resultar validadas esas características distintivas para su ulterior 
adopción como indicadores biológicos de tipo y manejo de suelo. Este trabajo nos 
permite avanzar y contribuir con la demostración y documentación de los efectos del 
ambiente sobre la diversidad de comunidades diazotroficas e identificar asociaciones 
con algunas características edáficas y tipo de manejo agrícola. Esto abre nuevas 
avenidas para investigaciones sobre la biología del suelo, en particular con procesos 
biogeoquímicos claves para el estado nutricional y fertilidad de los suelos como lo 
representa la fijación biológica de nitrógeno. Resulta esencial aumentar el número de 
muestras analizadas, y extender estos análisis a otros tipos de suelos y regiones para 
así disponer de una cobertura más amplia de la ocurrencia de estos filotipos nifH de 
particular interés.  
 Combinando los resultados descriptos en el trabajo anterior de nuestro grupo 
de investigación [121] y los aquí presentados, podemos concluir que las 
características edáficas y el uso agronómico afectan significativamente la estructura 
de la comunidad diazotrófica y que la distribución de algunos grupos filogenéticos se 
encuentra asociada a características particulares del suelo, abriendo así la posibilidad 
de su aplicación como marcadores de calidad. La realización de nuevas 
investigaciones para validar estas observaciones es un objetivo de los próximos 
nuevos proyectos de investigación. 
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Capitulo III 
 
Figura Suplementaria III.1. Hoja tipo de cálculo representando al subsistema del proceso 
metabólico degradación de histidina. El subsistema se halla poblado por 9 organismos, donde cada 
fila representa un organismo y cada columna un rol funcional del subsitema “degradación de histidina”. 
Los genes que llevan a cabo los roles funcionales específicos en el respectivo organismo “pueblan” la 
celda respectiva. El sombreado gris en las celdas indica cercania de los genes en el cromosoma. Existen 
tres variedades de la degradación de histidina presente en este subsistema poblado, todas las variantes 
utilizan las mismas tres enzimas en los primeros tres pasos de la conversión de histidina. La variante 1 
(sombreada en celeste) está presente en Bacteroides thetaiotaomicron y Desulfotela psychrophila y 
aquí la glutamato formiminotransferasa (EC 2,1,2,5, GluF) realiza la conversión de formino glutamato 
a glutamato. La variante 2 (sombreado en amarillo) está presente en Halobacterium sp,, Deinococcus 
radiodurans y Bacillus subtilis, aquí la conversión se lleva a cabo por la formiminoglutamasa (EC 
3,5,3,8, HutG). La variante 3 (sombreada en verde) está presente en Caulobacter crescentus, 
Pseudomonas putida, y Xanthomonas campestris. Aquí, el formimino glutamato se convierte a 
glutamato por la via N-Formyl-L-Glutamato por dos enzimas: Formiminoglutamico iminohydrolasa 
(EC 3,5,3,13, ForI) y N-Formylglutamato deformylasa (EC 3,5,1,68, NfoD).  
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Tabla Suplementaria III.1. Metagenomas de suelos estudiados en otras regiones del mundo 
 
Tabla Suplementaria III.2. Distribución relativa (en porcentaje del total de lecturas anotadas) de los 
28 subsistemas metabólicos jerárquicos en los metagenomas de suelos argentinos.  
Subsistema Jerárquico Promedio (%) 
Clustering-based subsystems 15,48 ± 0,07 
Carbohydrates 11 ± 0,11 
Amino Acids and Derivatives 8,93 ± 0,11 
Miscellaneous 8,39 ± 0,09 
Protein Metabolism 7,66 ± 0,11 
Cofactors Vitamins Prosthetic Groups Pigments 6,68 ± 0,05 
DNA Metabolism 3,88 ± 0,08 
RNA Metabolism 3,81 ± 0,04 
Respiration 3,77 ± 0,10 
Cell Wall and Capsule 3,39 ± 0,09 
Fatty Acids Lipids and Isoprenoids 3,16 ± 0,05 
Nucleosides and Nucleotides 3,11 ± 0,07 
Membrane Transport 2,98 ± 0,10 
Virulence Disease and Defense 2,77 ± 0,11 
Stress Response 2,69 ± 0,04 
Metabolism of Aromatic Compounds 2,05 ± 0,09 
Regulation and Cell signaling 1,57 ± 0,06 
Phages Prophages Transposable elements Plasmids 1,38 ± 0,06 
Sulfur Metabolism 1,37 ± 0,03 
Cell Division and Cell Cycle 1,35 ± 0,03 
Nitrogen Metabolism 1,09 ± 0,04 
Tesis Doctoral Material Suplementario Priscila A. Calderoli 
191 
 
Phosphorus Metabolism 0,89 ± 0,03 
Motility and Chemotaxis 0,85 ± 0,05 
Secondary Metabolism 0,55 ± 0,04 
Iron acquisition and metabolism 0,49 ± 0,05 
Potassium metabolism 0,34 ± 0,03 
Dormancy and Sporulation 0,20 ± 0,01 
Photosynthesis 0,15 ± 0,02 
 
Tabla Suplementaria III.3. Referencia de los subsistemas en el PcoA 
Subsistema Jerárquico Número de referencia 
Amino Acids and Derivatives      1 
Carbohydrates   2 
Cell Division and Cell Cycle    3 
Cell Wall and Capsule    4 
Clustering-based subsystems      5 
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments         6 
DNA Metabolism   7 
Dormancy and Sporulation        8 
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids    9 
Iron acquisition and metabolism  10 
Membrane Transport       11 
Metabolism of Aromatic Compounds         12 
Miscellaneous    13 
Motility and Chemotaxis  14 
Nitrogen Metabolism      15 
Nucleosides and Nucleotides      16 
Phages, Prophages, Transposable elements, 
Plasmids       
17 
Phosphorus Metabolism    18 
Photosynthesis   19 
Potassium metabolism     20 
Protein Metabolism       21 
RNA Metabolism   22 
Regulation and Cell signaling    23 
Respiration      24 
Secondary Metabolism     25 
Stress Response  26 
Sulfur Metabolism       27 
Virulence, Disease and Defense  28 
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Capítulo IV 
Tabla Suplementaria IV.1. Rendimiento y pureza de ADN de suelo. Las mediciones se realizaron con 
el espectrofotómetro Nanodrop. 
Abreviatura Rendimiento  
(µg ADN-1 suelo) 
A260/280 A260/230 
S1 CSD 1.9 2.1 1.6 
S1 NC 1.6 1.8 1.0 
S2 CSD 2.0 2.2 1.8 
S2 NC 1.8 1.9 0.9 
S3 CSD 1.5 1.9 1.5 
S3 NC 1.6 2.0 1.2 
S4 CSD 1.3 2.1 1.0 
S4 LC 1.7 1.8 0.9 
S4 NC 1.6 1.9 1.5 
S5 CSD BPA 1.9 1.8 1.2 
S5 CSD PPA 2.0 1.5 1.6 
S5 NC 1.9 1.6 1.3 
S6 CSD BPA 1.8 1.9 1.5 
S6 CSD PPA 1.5 1.7 0.9 
S6 NC 1.7 1.9 1.8 
 
Tabla Suplementaria IV.2. Reproducibilidad de la etapa de PCR. En a y b se muestran los valores de 
la altura de los picos obtenidos a partir de la digestión con MspI de dos amplicones nifH. 
Muestra Tamaño (pb) 
Altura  
a b 
S1 CSD 69 118  
 
71 7800 8820 
 
139  54 
 
140  82 
 
146 3200 3248 
 
154 350 387 
 
160 502 654 
 
161 650 745 
S2 NC 69 1541 1055 
 
72 305 270 
 
109 117 151 
 
111 108 120 
 
115 621 527 
 
140 102 161 
 
147 2004 3083 
 
156 1267 2786 
 
160 640 680 
 
162 590 720 
S3 NC 71 1658 1869 
 
114 197 140 
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145 360 882 
 
147 3179 4188 
 
156 227 250 
 
162 664 1064 
S4 LC 69 81 
 
 
71 2600 2800 
 
108 161 
 
 
115 224 149 
 
144 247 350 
 
147 2879 3000 
 
154 249 
 
 
157 455 344 
 
159 349 351 
 
161 335 379 
 
162 132 128 
S4 NC 71 96 397 
 
147 8463 8426 
 
154 97 
 
 
160 286 338 
 
162 930 1016 
 
177 464 404 
 
Tabla Suplementaria IV.3. Reproducibilidad de la etapa de PCR. En a y b se muestran los valores de 
la altura de los picos obtenidos a partir de la digestión con HaeIII de dos amplicones nifH. 
Muestra Tamaño (pb) 
Altura  
a b 
S1 CSD 45 153 120 
 
61 949 798 
 
62 729 624 
 
64 574 479 
 
146 217 170 
 
148 89 75 
 
154 6814 5472 
 
178 1007 767 
 
179 1654 1271 
 
181 502 359 
 
182 671 494 
 
312 111 87 
 
314 105 84 
 
316 400 326 
S2 NC 62 185 143 
 
66 68 
 
 
69 131 
 
 
70 64 
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71 51 
 
 
154 4821 3898 
 
178 337 321 
 
179 511 403 
 
197 1393 1289 
S3 NC 62 304 230 
 
64 234 187 
 
70 167 
 
 
147 126 
 
 
152 328 271 
 
154 227 352 
 
169 625 681 
 
179 570 359 
 
198 170 78 
 
313 270 196 
 
315 2004 1396 
 
356 201 111 
S4 LC 62 1008 902 
 
63 137   
 
153 1912 1701 
 
155 102   
 
171 69   
 
177 915 727 
 
180 1560 1247 
 
314 842 556 
S4 NC 62 249 
 
 
154 2013 1780 
 
169 76 
 
 
178 1025 612 
 
180 886 468 
 
197 759 664 
 
315 2900 2450 
 
356 564 415 
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Tabla Suplementaria IV.4. Reproducibilidad de la etapa de digestión con MspI o HaeIII. En a y b se 
muestran los valores de la altura de los picos correspondientes a los duplicados del producto de 
digestión.  
MspI                                      Altura    HaeIII                                       Altura 
Muestra Tamaño (pb) a b Muestra Tamaño (pb) a b 
S3 BPA 70 472 492 S3 BPA 62 1163 1118 
 
71 3912 4027 
 
64 4010 4069 
 
147 1395 1439 
 
70 234 209 
 
154 2453 2472 
 
154 6236 6366 
 
159 188 188 
 
175 594 552 
 
161 432 435 
 
180 2684 2400 
S4 NC 70 120 144 
 
199 187 166 
 
147 8629 9072 
 
313 168 147 
 
154 101 114 
 
315 1355 1302 
 
161 730 726 
 
355 370 324 
 
177 150 180 S4 NC 62 730 642 
     
178 2771 2889 
     
180 1625 1605 
     
197 999 995 
     
315 9450 9183 
     
356 744 765 
 
 
 
Figura Suplementaria IV.1. Reproducibilidad de la digestión enzimática. Se muestran en distinto 
color los perfiles T-RFLP de las muestras de suelos S3 CSD y S4 2 NC que se obtuvieron a partir de 
incubación de los amplicones nifH  con las endonucleasas MspI y HaeIII  generando los duplicados de 
digestión a y b. En el eje Y se representa el valor de fluorescencia correspondiente a la integración de 
todos los picos del electroferograma. 
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Tabla Suplementaria IV.5. Perfil T-RFLP de las 15 muestras de suelo analizadas. Se muestra la 
proporción relativa (%) del área de fluorescencia de todos los T-RFs generados a partir de la 
incubación de los amplicones nifH con las enzimas MspI y HaeIII. 
T-RFs 
S1 
CSD 
S1 
NC 
S2 
CSD 
S2 
NC 
S3 
CSD 
S3 
NC 
S4 
CSD 
S4 
LC 
S4 
NC 
S5 
CSD 
BPA 
S5 
CSD 
PPA 
S5 
NC 
S6 
CSD 
BPA 
S6 
CSD 
PPA 
S6 
NC 
69_MspI    13            
70_MspI 36 5 27  30 13 6 16 1   4    
71_MspI          8 6  26 34 23 
104_MspI                
107_MspI              3  
109_MspI               2 
113_MspI               3 
114_MspI      1    2 1 1 6 2  
115_MspI    3    2        
139_MspI             2   
140_MspI                
144_MspI        2        
145_MspI               7 
146_MspI 9  7  18  43 25        
147_MspI  37  14  25   43 30 30 40 13 9 6 
150_MspI                
154_MspI 2    1   2  4 2     
156_MspI   6 7  3          
157_MspI        3        
158_MspI               7 
159_MspI        1        
160_MspI   3 5     1      2 
161_MspI 4 7 6 4 2 6 2 1 4 5 12 4 2 2  
177_MspI      1 0 0 2       
338_MspI  2 2             
37_HaeIII             1 2 4 
40_HaeIII  7           7 3  
41_HaeIII               8 
42_HaeIII   15    2         
56_HaeIII               2 
61_HaeIII             1 3 1 
62_HaeIII 4 2  9 2 4 3 8 1       
63_HaeIII          3 4 7    
64_HaeIII 2    8           
65_HaeIII             15 10 23 
70_HaeIII                
71_HaeIII              2 2 
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78_HaeIII       1         
94_HaeIII 2         2 6 6    
146_HaeIII                
147_HaeIII   1             
148_HaeIII          3      
151_HaeIII        3        
152_HaeIII      6         5 
153_HaeIII        18        
154_HaeIII 34 27 19 16 32 9 16  10 15 19 18 16 23  
169_HaeIII      2          
174_HaeIII                
175_HaeIII               2 
178_HaeIII  4 2 2  7 2 5 5 12 5   1  
180_HaeIII 2 6   1   10 4  1  6 3  
181_HaeIII   2    11     7    
182_HaeIII 1         3      
197_HaeIII  2 5 18   1  3       
198_HaeIII            4    
199_HaeIII                
313_HaeIII     1 1  5        
315_HaeIII 2 3 1  3 17 7  27 7 10 7    
350_HaeIII          2      
354_HaeIII            2    
355_HaeIII    4 1     4 6  2  3 
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Tabla Suplementaria IV.6. Propiedades químicas de los suelos. 
 
Abreviatura pH Humedad Materia Orgánica N total 
S1 CSD 6.06 22.00 2.60 0.19 
S1 NC  5.40 26.10 6.20 0.35 
S2 CSD 5.60 23.70 2.70 0.18 
S2 NC  6.21 26.70 5.80 0.31 
S3 CSD 5.38 21.30 2.90 0.21 
S3 NC  5.90 21.80 3.60 0.23 
S4 CSD 5.19 26.25 5.28 0.24 
S4 LC  5.15 30.54 5.58 0.22 
S4 NC  5.63 35.0 5.60 0.34 
S5 CSD BPA  5.60 19.5 1.77 0.16 
S5 CSD PPA  6.00 20.0 1.91 0.14 
S5 NC  5.80 26.7 2.99 0.25 
S6 CSD BPA  6.50 19.8 3.58 0.30 
S6 CSD PPA  5.90 9.9 2.65 0.20 
S6 NC  6.10 10.6 3.57 0.27 
 
Capítulo V 
Tabla Suplementa V.1. Significancia del agrupamiento de las comunidades diazotróficas según la 
prueba de significancia Weighted normalized UniFrac. 
Muestra 1 Muestra 2 p valor 
BPA 10 BPA 20 0.082 
BPA 10 NC 10 0.003 
BPA 10 NC 20 0.007 
BPA 10 PPA 10 0.0 
BPA 10 PPA 20 0.268 
BPA 20 NC 10 1.0 
BPA 20 NC 20 1.0 
BPA 20 PPA 10 0.0 
BPA 20 PPA 20 0.053 
NC 10 NC 20 0.953 
NC 10 PPA 10 0.003 
NC 10 PPA 20 0.0 
NC 20 PPA 10 0.0 
NC 20 PPA 20 0.0 
PPA 10 PPA 20 0.0 
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Figura Suplementaria V.1. Representación biplot del análisis de compoNCntes principales basado 
en la abundancia de los sublclusters nifH. Solo se muestran los subclusters con una representación 
mayor al 1% en la base de datos ADNc-nifH. Los círculos coloreados en azul y bordo corresponden a 
los distintos maNCjos agrícolas y en verde al suelo control. 
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Figura Suplementaria V.2. Productos resultantes de la amplificación por PCR del gen nifH de 
filotipos de interés a partir de ADN metagenómico de suelo y ADN de bacterias diazotróficas. (A) 
PCR con cebadores para OTUs relacionados a Geobacter. Se remarca en amarillo el amplicón esperado 
de 314 pb, y en rojo un amplicón inespecífico. Calles: 1 NC 10 cm; 2 NC 20 cm; 3 BPA 10 cm; 4 
Rhizobium sp.; 5 Herbaspirillum sp.; 6 Burkholderia sp.; 7 Nostoc sp.; 8 Enterobacter sp.; 9 
Azotobacter sp.; 10 Geobacter sp.; 11 Control negativo. (B) PCR con cebadores para OTUs 
relacionado a Nostoc. Se remarca en amarillo el amplicón esperado de 116 pb, y en rojo amplicones 
inespecíficos. Calles: 1 Rhizobium sp.; 2 Azotobacter sp.; 3 Burkholderia sp.; 4 Nostoc sp.; 5 NC 10 
cm, 6 PAP 10 cm; 7 Enterobacter sp.; 8 Geobacter sp.; 9 Herbaspirillum sp.; 10 Control negativo. 
MPM corresponde a marcador de peso molecular de 100pb (PB-L Productos Bio-Logicos ®). 
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Figura Suplementaria V.3. Representación biplot del análisis de componentes principal basado en 
la abundancia de subclusters nifH, variables fisicoquímicas, y los estimadores de diversidad (H) y 
riqueza (SChao1). Las abreviaturas en inglés de las variables fisicoquímicas Dmean, BD, PMic<50 , Nt, 
PMac>300, Dmode, CEC y OC se refieren respectivamente a: Diámetro de la media de poros, densidad 
aparente, Porosidad macroporos menor a 50 μm, Porosidad macroporos mayor a 300 μm, Diámetro de 
la moda de poros, Capacidad de intercambio catiónico y carbono orgánico total. Se usó la matriz de 
correlaciones de las variables analizadas para el análisis PCA. Los datos físicos del suelo para este 
análisis provienen del manuscrito en proceso de elaboración con el Dr. F. Behrends Kraemer, y los 
mismos tambión se encuentran en su trabajo de tesis doctoral [319] 
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